Roénik 2005

SBIRKA ZAKONU

CESKA REPUBLIKA

Castka 157 Rozeslana dne 15. listopadu 2005 Cena K¢ 86,50

OBSAH:

449. Vyhldska, kterou se méni vyhldska & 443/2004 Sb., kterou se stanovi zdkladni metody pro zkouSen{ toxicity chemickych
latek a chemickych pripravka




Strana 8178 Sbirka zikont & 449 / 2005 Castka 157

449

VYHLASKA
ze dne 7. listopadu 2005,

kterou se méni vyhldska ¢. 443/2004 Sb., kterou se stanovi zdkladni metody
pro zkouseni toxicity chemickych latek a chemickych pfipravka

Ministerstvo zdravotnictvi stanovi podle § 8 Pozndmka pod Carou &. 7a) znf:
odst. 5 pism. b) zdkona ¢. 356/2003 Sb., o chemickych
ldtkdch a chemickych pfipravcich a o zméné nékterych

zdkont: »’ %) Smérnice Komise 2004/73/ES, kterou se po dvacdté devité
" piizptsobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/

ClL 1 /EHS o sblizovan{ prdvnich a spravnich ptedpist tykajicich

Vyhldska & 443/2004 Sb., kterou se stanovi zd- se klasifikace, baleni a oznafovidni nebezpeénych ldtek

kladni metody pro zkousSen{ toxicity chemickych ldtek (L 152 2004).".

a chemickych pfipravkd, se méni takto: p . e
yeh prip ’ 2. Seznam zikladnich metod pro zkouSeni toxi-

1. V § 1 odst. 1 se slova ,stanovi v souladu s pra- city chemickych litek nebo chemickych pfipravku se
vem Evropskych spoletenstvi'y 2y ?y*y2y¢p7)« na-  zruduje.
hrazuji slovy ,zapracovdva pfislusné predpisy Evrop-
skych spoleCenstvi') 2 ) *)°) ¢)7) /%) a stanovi*. 3. Vkldd4 se novd ptiloha ¢&. 1, kterd zni:

»Priloha ¢ 1 k vyhlasce ¢. 443/2004 Sb.

Seznam zikladnich metod pro zkouseni toxicity chemickych latek nebo
pripravka

B.1bis  Akutni toxicita oralni - metoda fixni davky
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B.1tris  Akutni toxicita oralni - metoda stanoveni tfidy akutni toxicity
B2 Akutni toxicita inhala¢ni

B3 Akutni toxicita dermalni

B4 Akutni toxicita: drazdivé a leptavé G¢inky na kizi

BS Akutni toxicita: drazdivé a leptavé ucinky na o€i

B.6 Senzibilizace kize

B.7 Subakutni toxicita oralni (per os) (28 denni opakovana aplikace)

B8 Subakutni toxicita inhala¢ni (28 denni opakovana aplikace)

B9 Subakutni toxicita dermalni (28 denni opakovana aplikace)

B.10 Mutagenita - test chromozomovych aberaci u sav¢ich bunék in vifro

B.11 Mutagenita - test chromozomovych aberaci v kostni dfeni savcu in vivo

B.12 Mutagenita - in vivo mikronukleus test v sav€ich erytrocytech

B.13/14 Mutagenita - test reverznich mutaci u baktérii

B.15 Genové mutace - Saccharomyces cerevisiae

B.16 Mitotické rekombinace - Saccharomyces cerevisiae

B.17 Mutagenita - test genovych mutaci v sav€ich burikach in vitro

B.18 Poskozeni DNA reparace - neplanovana syntéza DNA — sav¢i buiika in
Vitro

B.19 SCE - vymeéna sesterskych chromatid in vitro

B.20 Recesivni letalni mutace vazané na pohlavi u Drosophila melanogaster

B.21 Test transformace sav¢ich bunék in vitro

B.22 Dominantni letalni test u hlodavct

B.23 Analyza chromozémovych aberaci u sav¢ich spermatogonii

B.24 Spot test u mys$i

B.25 Prenosné translokace u mysi

B.26 Test subchronické orélni toxicity (90 denni studie oralni toxicity s
opakovanou aplikaci hlodavcim)

B.27 Test subchronické orélni toxicity (90 denni studie oralni toxicity s
opakovanou aplikaci nehlodavciim)

B.28 Subchronicka toxicita dermalni (90 denni opakovana aplikace, studie na
hlodavcich)

B.29 Subchronicka toxicita inhalacni (90 denni opakovana aplikace, studie na
hlodavcich)

B.30 Testovani chronické toxicity

B.31 Studie prenatalni vyvojové toxicity

B.32 Test karcinogenity

B.33 Kombinovany test chronické toxicity/karcinogenity

B.34 Reprodukéni toxicita - jednogeneralni test

B.35 Dvougenerac¢ni studie reprodukéni toxicity

B36 Toxikokinetika

B.37 Pozdni neurotoxicita organickych sloucenin fosforu

B.38 Pozdni neurotoxicita organickych sloucenin fosforu - 28 denni opakovana
expozice

B39 Test neplanované syntézy DNA v sav€ich jaternich buikach in vivo

B.40 Leptavé ucinky na kizi
B.41 Fototoxicita - test fototoxicity 3T3 NRU - in vitro
B.42 Senzibilizace kiize: zkouska s vysetfenim lokalnich lymfatickych uzlin
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B .43 Zkouska neurotoxicity na hlodavcich «.

Dosavadni pfiloha ¢. 1 se oznacuje jako piiloha ¢. 2.

4. V piiloze & 2 &isti VSeobecny tvod se za
bod 1.20 vklddaji body 1.21 az 1.26, které znéji:

1.21 GHS

29

Globaln¢ harmonizovany systém klasifikace chemickych latek a smési.
Spole¢ny projekt Organizace pro hospodarkou spolupraci a rozvoj (lidské
zdravi a zivotni prostiedi), Odborného vyboru OSN pro piepravu
nebezpecného zbozi (fyzikalné-chemickée vlastnosti) a Mezinarodni organizace
prace (informace o nebezpeCnosti) koordinovany Meziorganizaénim
programem pro fadné nakladani s chemikaliemi (IOMC).

1.22 Blizici se uhynuti

kdyz je oCekavan stav agonie nebo uhynuti pred dalsi planovanou dobou

pozorovani. Pfiznaky svéd¢ici o tomto stavu u hlodavci mohou zahrnovat

kiete, polohu na boku, polohu vleZe a ties’™.

1.23 Limitni davka
oznacuje nejvyssi piipustnou davku (2 000 nebo 5 000 mg/kg).

1.24 Stav agodnie
oznacuje stav pred thynem nebo neschopnost prezit, ani kdyz je pokusné zvite
léteno’™.

1.25 Ptedvidatelny thyn
pritomnost klinickych ptiznaki svédCicich o blizici se smrti, pfiCemz Cas, kdy
k uhynu dojde lze pfedvidat a bude krat§i nez je doba predpokladaného
ukonéeni pokusu™.

1.26 Opozdény uhyn

znamend, ze pokusné zvife béhem 48 h neuhyne ani nejevi zndmky umiréni,
ale uhyne pozdéji béhem ¢trnactidenni doby pozorovani ..

5. V piiloze ¢. 2 metoda B.1 bis AKUTNI TO-
XICITA ORALNI (PER OS) METODA FIXNI
DAVKY zni:
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,B.1 bis AKUTNI TOXICITA ORALNi - METODA FIXNi
DAVKY

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spole&enstvi’™.

1.1 UvVOD

Podstatou metody je pouziti pouze stfedné toxickych davek v hlavni studii
a davky, u nichz se ofekéava, ze budou letalni, by nemé&ly byt podavany.
Také neni nutné podavat davky, o nichz je znamo, Ze v dusledku
leptavych nebo vyrazné drazdivych GC€inkd vyvolavaji znanou bolest a
utrpeni. Umirajici pokusnd zvifata nebo pokusnd zvifata, ktera zjevné
projevuji pfiznaky bolesti nebo znacného a ptetrvavajiciho utrpeni, se
humanné utrati a pii interpretaci vysledku jsou hodnocena jako pokusna
zvitata uhynula pii zkousce™.

Metoda poskytuje informace o nebezpeCnych vlastnostech a umoziiuje
zatazeni a klasifikaci latky podle globdln€¢ harmonizovaného systému
(GHS) klasifikace chemickych latek, které zptisobuji akutni toxicitu’™.

Zkusebni laboratot by pted provedenim studie méla vzit v uvahu veskeré
dostupné informace o zkouSené latce. Soulasti téchto informaci je
totoznost a chemickd struktura latky, jeji fyzikalné-chemické vlastnosti,
vysledky jinych zkouSek toxicity dané latky in vitro nebo invivo,
toxikologické udaje o strukturné ptibuznych latkach a o¢ekavané pouziti
latky. Tyto informace jsou nezbytné ktomu, aby byli vSichni
zainteresovani piesvédceni, ze zkouSka ma vyznam pro ochranu lidského
zdravi a pomuze pii vybéru vhodné vychozi davky.

1.2 DEFINICE

Akutni oralni toxicita: vztahuje se na nepfiznivé ucinky, které se projevi
po oralnim podani jedné davky nebo vice davek latky béhem 24 h.

13 PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Skupiné pokusnych zvitat stejného pohlavi se postupné poda fixni davka
5, 50, 300 a 2 000 mg/kg (vyjimecne lze uvazovat o dal§i fixni davce
5000 mg/kg, viz ¢ast 1.6.2). Vychozi uroveni davky se zvoli na zakladé
orientacni studie jako davka, u niz se o¢ekava, ze vyvola nékteré piiznaky
toxicity, aniz zptsobi zavainé toxické udinky nebo thyn’. Dalsim
skupinam pokusnych zvifat mize byt podana vys$i nebo nizsi davka
podle pfitomnosti nebo nepfitomnosti pfiznakd toxicity nebo uhynuti.
Podle tohoto postupu se pokracuje, dokud davka nevyvold zifejmou
toxicitu nebo neni pozorovano vice nez jedno uhynuti, anebo pokud
nejsou pii nejvyssi davce zjistény zadné ucinky nebo pokud dochazi
k Ghyntim pfi nejnizsi davce.
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1.4 POPIS ZKUSEBNI METODY
141 Vybér druhu pokusnych zvirat

Uptednostiiovanym druhem hlodavce je potkan, avSak lze pouzit 1 jiné
druhy hlodaved. Obvykle se pouZivaji samice™. Je to proto, Ze prehled
literatury o konvenc¢nich zkouskach LDsy ukazuje, ze mezi pohlavimi je
obvykle maly rozdil, pokud jde o citlivost, ale v pfipadech, v nichz jsou
rozdily pozorovany, jsou samice obecn& nepatrn citlivgjsi’. Pokud viak
poznatky o toxikologickych nebo toxikokinetickych vlastnostech
strukturné ptfibuznych chemickych latek naznacuji, ze citlivéj§i jsou
pravdépodobné samci, pouzije se toto pohlavi. Jestlize se zkouska provadi
na samcich, je nutné podat nalezité odivodnéni.

Pouziji se mlada zdravd dosp€la pokusna zvifata bézne€ uzivanych
laboratornich kmend. Samice musi byt nullipary a nesmi byt biezi. Kazdé
pokusné zvife musi byt na zacatku podavani latky 8 az 12 tydna staré a
jeho hmotnost by se méla pohybovat v intervalu + 20 % stfedni hmotnosti
pokusnych zvirat, kterym byla podana predchozi davka.

1.42 Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusna zvifata by mela byt (22 + 3) °C. Ackoliv
by relativni vlhkost méla byt minimalné 30% a pokud mozno
nepiesahnout 70 % kromé& doby uklidu mistnosti, cilem by méla byt
hodnota 50 — 60 %. Osvétleni by mélo byt umélé, melo by se stiidat 12 h
svétla a 12 h tmy, neni-li v chovné mistnosti denni svétlo. Ke krmeni lze
pouzit obvyklé krmivo urCené pro pokusnd zvifata od registrovaného
vyrobce s neomezenou dodavkou pitné vody. Pokusné zvifata mohou byt
chovana v klecich ve skupinach podle davky v souladu s pfislusSnym
pravnim predpisem'®, pokud neni stanoveno projektem pokust jinak, ale
poCet pokusnych zvifat vkleci nesmi branit nerusenému pozorovani
kazdého pokusného zvitete.

143 Priprava pokusnych zvirat

Pokusné zvitata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stéfi v souladu
s ustanovenim § 15 zvla§tniho pravniho predpisu'® a oznaGena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlastniho pravniho predpisu'®.

144 Priprava davek

Zkousena latka by obecné méla byt pii vSech urovnich zkousSenych davek
podavana v konstantnim  objemu pomoci Upravy koncentrace
davkovaného piipravku. V piipadech, kdy ma byt zkouSen kapalny
kone¢ny produkt nebo smés, miize vSak mit pouziti nezfedéné zkouSené
latky, tj. skonstantni koncentraci, vétS§i zavaznost pro hodnoceni
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nasledného rizika této latky. Ani v jednom piipad€é nesmi byt prekroCen
maximalni objem davky. Maximalni objem kapaliny, kterou lze
jednorazoveé podat, zavisi na velikosti pokusného zvifete. U hlodavct by
objem obvykle nem¢l presdhnout 1 ml/100 g t€lesné hmotnosti: avSak u
vodnych roztokt pfipada v uvahu davka 2 ml/100 g télesné hmotnosti.
S ohledem na slozeni davkovaného piipravku se ve vSech ptipadech, kde
je to mozné, doporucuje pouziti vodného roztoku/suspenze/emulze, potom
v poradi podle preference pouziti roztoku/suspenze/emulze v oleji
(napt. v kukufi¢cném oleji) a nakonec pfipadn€¢ roztoku v jinych
vehikulech. U wvehikul jinych nez voda musi byt znamy jejich
toxikologické charakteristiky. Davky musi byt pfipraveny kratce pred
podanim, pokud neni stalost pripravku béhem doby, kdy bude pouzivan,
znama a neukaze se jako pfijatelna.

1.5 POSTUP
1.5.1 Podavani davek

Zkousena latka se podava sondou v jedné davce pomoci zalude¢ni sondy
nebo vhodné intubacni rourky. Pokud vyjimecné neni mozné podat davku
najednou, l1ze davku podat po mensich mnozstvich béhem nejvyse 24 h.

Pred podanim zkousené latky nemaji pokusna zvifata dostavat krmivo
(napt. potkanim by se nemélo podavat pres noc, mysim 3 — 4 h), voda se
vSak ponechava. Po uplynuti doby hladovéni se pokusna zvirata zvazi a
poda se jim zkousena latka. Po podani latky se zamezi pristupu ke krmivu
na dalsi 3 — 4 h u potkand nebo 1 — 2 h u mysi. Podava-li se latka po
Castech v prubéhu urcité doby, muize byt podle délky obdobi nezbytné
poskytnout pokusnym zvifatim krmivo a vodu.

152 Orientacni studie

Cilem orientacni studie je umoznit vybér vhodné vychozi davky pro
hlavni studii. ZkouSena latka se podava jednotlivym zvifatim postupné
podle vyvojového diagramu v tabulce 1. Orienta¢ni studie je ukoncCena,
jakmile lze stanovit vychozi davku pro hlavni studii (nebo pokud je pfi
nejnizsi fixni davce pozorovan thyn).

Vychozi davka orientacni studie se zvoli z fixnich urovni davek 5, 50, 300
a 2 000 mg/kg jako déavka, u niz se ofekava, ze vyvola ziejmou toxicitu,
piiCemz toto oCekavani je pokud mozno zalozeno na dikazech zudaju
ziskanych in vivo a in vitro ze stejné chemické latky a ze strukturné
ptibuznych latek. Pokud takové informace neexistuji, vychozi davka €ini
300 mg/kg.

Ptfed podanim davky kazdému dalSimu pokusnému zvifeti se ponecha
doba minimaln€ 24 h. Vsechna pokusna zvifata se pozoruji minimalné
14 dnut.
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Ve vyjime¢nych pifipadech a pouze je-li to odivodnéno specifickymi
regulacnimi potfebami, lze zvazit pouziti dalSi nejvyssi urovné davky
5000 mg/kg (viz tabulka 3). S ohledem na dobré zachazeni s pokusnymi
zvitaty se pokusy na pokusnych zvifatech v ramci kategorie 5 GHS (2 000
— 5000 mg/kg) nedoporucuji a mely by se zvazovat pouze tehdy, pokud
existuje velka pravdépodobnost, ze vysledky takového pokusu maji pfimy
vyznam pro ochranu lidského zdravi, zdravi pokusnych zvifat nebo
zivotniho prostredi.

V ptipadech, kdy pokusné zvite, u néhoz je latka zkousena v nejnizsi fixni
urovni davky (5 mg/kg), vorientani studii uhyne, obvykle se studie
ukon¢i a latka prifadi do kategorie 1 GHS (jak je uvedeno v tabulce 1).
Pokud je vsak vyzadovano dalsi potvrzeni klasifikace, mize byt proveden
tento volitelny dopliikovy postup: druhému pokusnému zviteti se poda
davka 5 mg/kg. Pokud toto druhé pokusné zvife uhyne, bude kategorie 1
GHS potvrzena a studie okamzit¢ ukoncena. Pokud druhé pokusné zvife
prezije, davka 5 mg/kg se podd maximalné tfem dalSim pokusnym
zvitatim. Jelikoz riziko thynu bude vysoké, méla by byt latka pokusnym
zvitatim podavana postupn€, aby bylo zajisténo dobré zachazeni s
pokusnymi zvifaty. Casovy interval mezi davkami podanymi jednotlivym
pokusnym zvifatim by mél byt dostate¢ny na to, aby bylo mozné stanovit,
zda pokusné zvife, jemuz byla latka podana diive, pravdépodobné prezije.
Pokud dojde k uhynu druhého pokusného zvitete, posloupnost podavani
se okamzit¢ ukondi a latka nebude podana zadnému dalSimu pokusnému
zviteti. Vzhledem k tomu, ze vyskyt druhého tthynu (bez ohledu na pocet
pokusnych zvirat, na nichz byla latka v dob& ukonceni zkousena) spada do
vysledku A (2 anebo vice thynil), postupuje se podle pravidla klasifikace
v tabulce 2 s fixni davkou 5 mg/kg (kategorie 1, pokud se vyskytnou dva a
vice tuhyni nebo kategorie 2, pokud se nevyskytne vice nez 1 Ghyn).
Navic je vtabulce 4 uvedeno pouleni tykajici se klasifikace v ramci
systtmu EU, dokud nebude zaveden novy globaln€¢ harmonizovany
systém (GHS).

1.53 Hlavni studie
1.53.1 Pocet pokusnych zvirat a tirovné davek

Kroky, podle kterych se ma postupovat po provedeni zkouSek s vychozi
urovni davky, jsou uvedeny ve vyvojovém diagramu v tabulce 2. Bude
nutné zvolit jeden ze tii postupt: bud zkouSeni ukoncit a stanovit
odpovidajici klasifikani tfidu nebezpecnosti, provést zkouSky s vyssi
fixni davkou nebo zkousky snizsi fixni davkou. AvSak s ohledem na
ochranu pokusnych zvifat se v hlavni studii znovu nepouzije urovefi
davky, ktera v orientacni studii vedla k uhynuti (viz tabulka 2). ZkuSenosti
ukazaly, ze nejpravdépodobnéj§im vysledkem u vychozi arovné davky
bude, ze latku lze klasifikovat bez nutnosti dalSich zkousek.
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Obvykle se pro kazdou vySetfovanou uroven davky pouzije celkem pét
pokusnych zvifat stejného pohlavi. Mezi témito péti pokusnymi zvifaty
bude jedno pokusné zvite z orientacni studie, jemuz byla podana zvolena
uroven davky, a dalsi Ctyfi pokusna zvifata (krom¢ vyjime¢nych piipadu,
kdy uroveri davky pouzité v hlavni studii nebyla soucasti orientacni
studie).

Casovy interval mezi podavanim kazdé urovné davky zavisi na dobé&
nastupu, trvani a zavaznosti piiznaka toxicity. Expozice pokusnych zvifat
dalsi davce by mela byt odlozena, dokud nebude jisté, ze pokusna zvitata,
jimz byla podana ptedchozi davka, prezila. Mezi jednotlivymi urovnémi
davky se v pripad€ potieby doporuCuje ponechat dobu 3 nebo 4 dnd, aby
bylo umoZnéno pozorovani zpozdéné toxicity. Casovy interval lze podle
potieby upravit, napf. v pfipadé neprukazné reakce.

Pti zvazovani pouziti nejvyssi fixni davky 5 000 mg/kg se postupuje podle
metody popsané v tabulce 3 (viz také ¢ast 1.6.2).

1532 Limitni zkousSka

Limitni zkouska se pouziva predev§im tehdy, ma-li osoba provadgjici
zkousku informace svéd¢ici o tom, Ze zkouSeny materidl je
pravdépodobné netoxicky, tj. je toxicky pouze nad ramec regulacnich
limitnich davek. Informace o toxicité zkouSeného materialu lze ziskat ze
znalosti o podobnych zkouSenych sloufeninach, smésich nebo
prostfedcich s ohledem na totoznost a procento slozek, o nichz se vi, ze
jsou toxikologicky vyznamné. V situacich, kdy existuje jen maélo
informaci nebo vibec zadné informace o toxicité nebo kdy se ocekava, ze
zkouSeny material bude toxicky, by méla byt provedena hlavni zkouska.

Podle obvyklého postupu slouzi jako limitni zkouska pro tyto pokyny
vychozi davka orientacni studie 2000 mg/kg (nebo vyjimecné
5 000 mg/kg), po niz nasleduje podani této urovne davky dalsim Ctyfem
pokusnym zvifatim.

1.6 POZOROVANI

Po podani davky se pokusnad zvifata pozoruji individualné minimalné
jednou béhem prvnich 30 minut, pravidelné béhem prvnich 24 h, pfiCemz
zvlastni pozornost se vénuje prvnim 4 h, a poté denné po dobu 14 dnu
kromé ptipadi, kdy je nutné pokusna zvifata ze studie vyjmout a humanné
utratit kvali dodrzovani pravidla dobrého zachazeni s pokusnymi zvifaty,
nebo je zjistén jejich uhyn. Doba pozorovani by vSak neméla byt
stanovena pevné. Méla by byt stanovena podle toxickych reakci, doby
jejich nastupu a délky faze zotaveni, a muze tedy byt podle potieby
prodlouzena. Doba, kdy se pfiznaky toxicity objevi a vymizi, je dalezita
zejména v piipadé tendence ke zpozdénym piiznakim toxicity7a). Veskera



Strana 8186 Sbirka zikont & 449 / 2005 Castka 157

pozorovani se systematicky zaznamenavaji, pfiCemz zéznamy se vedou
pro kazdé¢ pokusné zvife jednotlive.

Dalsi pozorovani budou nutna, jestlize pokusna zvifata dale vykazuji
pfiznaky toxicity. Pozorovani zahrnuji zmény na kuzi, na srsti, na ocich,
na sliznicich, arovnéz zmény dychani, krevniho ob&hu, zmény funkce
autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity
a chovani. Pozornost je tfeba vénovat tfesu, kfeCim, slinéni, prijmu,
letargii, spanku a komatu’. Pokusna zvifata ve stavu agonie a pokusna
zvifata se znamkami prudkych bolesti nebo s pretrvavajicimi piiznaky
zna¢ného utrpeni se huméanné utrati. Pokud jsou pokusnd zvirata
z humannich divodi utracena nebo je zjistén jejich Ghyn, je nutné dobu
uhynuti zaznamenat co nejpresnéji.

16.1 Télesna hmotnost

Hmotnosti jednotlivych pokusnych zvitat se stanovi kratce pred podanim
zkouSené latky a nejméné jednou tydné poté. Vypocitaji se zmény
hmotnosti. Na konci zkousky se pokusna zvitata, ktera prezila, zvazi a
poté humann¢ utrati.

1.6.2 Patologie

Vsechna pokusna zvifata se pitvaji. U kazdého pokusného zvitete se
zaznamenaji vSechny makroskopické patologické nalezy. Lze také zvazit
mikroskopické vySetfeni organi, u nichz jsou patrné makroskopické
zmény.

2 DATA

Meély by byt uvedeny udaje pro kazdé jednotlivé pokusné zvire. Navic by
mely byt vSechny udaje shrnuty do tabulky, pfi¢emz se u kazdé zkuSebni
skupiny uvede pocet pouzitych pokusnych zvifat, pocet pokusnych zvirat
vykazujicich pfiznaky toxicity, pocet pokusnych zvifat uhynulych
v pribéhu zkousky nebo utracenych z humannich davodt, doba uhynuti
jednotlivych pokusnych zvifat, popis a Casovy prubéh a vratnost toxickych
ucinkl a pitevni nalezy.
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3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

V souladu s piislusnymi pravnimi predpisy”™'” musi byt zpracovan

projekt pokusu a o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.
3.1 Zprava o prub&hu pokusu obsahuje tyto informace:
ZkouSena latka:

— fyzikalni povaha, cistota a tam, kde je to podstatné,
fyzikalné-chemické vlastnosti (v&etné izomerizace),

— identifikacni udaje, vCetné Cisla CAS.

Vehikulum (v ptipadé potieby):

— zdivodnéni vybéru vehikula, pokud neni pouzita voda.
Pokusnd zvitata:

— pouzity druh/kmen,

— mikrobiologicky stav pokusnych zvifat, je-li znam,

— pocet, stafi a pohlavi pokusnych zvifat (pfipadné vcéetné
zdtvodnéni pouziti samcli misto samic),

— pavod, podminky chovu, krmivo atd.
ZkuSebni podminky:

— podrobné udaje osloZzeni zkouSené latky, vcetné
podrobnosti o fyzikélni formé podavané¢ho materialu,

— podrobné udaje o zpusobu podani zkouSené latky, véetné
podavanych objemu a dobé podavani,

— podrobné udaje o krmivu a kvalit¢ vody (véetné
druhu/zdroje krmiva, zdroje vody),

— zdavodnéni vybéru vychozi davky.

Vysledky:

— tabulky udaju o reakcich kazdého pokusného zvifete a o
jeho urovni davky (tj. poet pokusnych zvitat vykazujicich

pfiznaky toxicity, vCetn¢ uhynuti, povahy, z&vaznosti a
trvani G¢inka),
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— tabulky tdajt o télesné hmotnosti a jejich zmenach,

— individudlni hmotnosti pokusnych zvifat v den podani
déavky, poté v tydennich intervalech a v €ase thynu nebo
utraceni,

— datum a doba uhynu, pokud predchazi planovanému
usmrceni,

— Casovy prubéh nastupu piiznakt toxicity u kazdého
pokusného zvitete a zda byly vratné,

— pitevni a histopatologické néalezy pro kazdé pokusné zvite,
pokud jsou k dispozici.

Diskuse a interpretace vysledku.

Zavery.



Strana 8189

Sbirka zikont &. 449 / 2005

stka 157

3]

O

cGglisel

ZIN :SHS aoeyuisep Ipiajod as whiay ‘dnysod Anoyuidop

nnuAyn 1ue ejoixo) ewle,z eupez @

E}I01X0} Buifo)z

Aujsyjon 1wizodsip ¥ of By/6w g 1id v ) Mipsishia n :éé:@
<D EEEEININ
{(By/Bw) aipnys
0002 000 00¢ 00¢ 0S 0S S S luAe|y exABP 1ZOYdAA
« [ QLIOBIIEY
SHO JIsepy]
B3/Bw 000 2 By/Bw 0O¢ By/Bw 05 By/Bw g
SlINZ | BIINZ | SIINZ | SIINZ |
1AV1S

B)/Bw oG :exAaep 1zoyoAa

{(By/Bw) sipnys

000C 000C 00¢€ 00e 0S 0S S G| 1uney exAep |zoyokA
« | dL10331ey]
SHD JIsery]
Bx/6w 000 2 63/6w 00¢ By/Bw 0g Bx/Bw g
BIINZ | BIINZ | SIINZ | BIINZ |
% % 13V1S

6y/6w g :exaep 1zoyoha _

[IANLS INDVINAHIEO Odd WYEDVTA AAOLOALA 1 BHINqE L



stka 157

3

4®)

Sbirka zikont &. 449 / 2005

Strana 8190

c'G'lLised
ZIN (SHO aoeyuise IpJajod as whisyy ‘dnysod Aaoyuidop
Aujayion 1w1zodsip ) of By/Bw G 1d

@ nypajsha n,

huAyn
Iue e}IoIxo} ewle)z eupez

e}1o1x0} ewis)z °

nuAyn

SePaISAN

000 000

gliunely exaep jzoyosa

(Bxi/Bw) sipnys

bbb

By/Bw 000 2
8JINZ |

V.

1¥VI1S

00¢ 0o0¢

By/Bw o00¢
8JINZ |

%

BY/6w 000 Z :eARp 1Zoyoha

1]

By/Bw oG
3JINZ |

+ [ dLI0S91eY
SHD JIsery

1

<2

%

By/bw g
3JINZ |

%

(Byy/Bw) eipnys

0002 000cC 00¢ 00¢ 0S 0s S G [lune|y exaep 1ZoyoAA
« ] QUI033eY]
SHO JIse[d]
Bx/Bw 000 2 6x/6w 00€ Bx/6w 0g By/bw g
SIINZ | alIAZ | SINZ | SUINZ |
1dV1S % »

6y/Bw 00¢ :exAep 1Zoyofa




Strana 8191

Sbirka zikont &. 449 / 2005

stka 157

3]

O

@ nyjpa|sAA ¥ nounos ajapleld

"apanoidou 8s [UBSNOYZ IS|EP ‘941AZ ojnuAYn AYABP O}9} N IIPNIS IUQEJUSLIO A PNYOd

KIelIAZ 8s [UaZeyoez oyaliqop O|pIABId,

"RyABpP UaAoin oje} euepod 1Ipnis
JugeuUaLIO A BIAQ Znwial ‘a4IAZ apng 1IpNiS JUABIY A Quidnys opzey A AJeJIAZ G 1Za|\

nnuAyn (ue ejioixo} ewle,z eupez

€
13nuAyn | ogau noyoixo} nowlajz os | < @
<>

1Jhukyn

AUIdnyS ISOMIIPA RELETYN
7 ‘HSeeN/S S 74 14 € € @ c L slobaiey ‘SHO ‘JIsely 7
By/Bw 000 2 . By/Bw 00¢ By/Bw oG By/bw g
JelInZ G JelInZ § jelinz g jelinz g
ﬂ » 1¥V1S ﬂ

BY/Bw oG :exAep 1zoyoha

HSEPRN/S S 14 14 € € @ @ I auoberey ‘SHO Hsely
Bx/6w 000 2 Bx/6w 00€ « B/6w 0g Byy/bw g
jelinz g JelINZ G 1elinZ g jelinz g

%

%

%

HANLS INAVIH Odd WYHOVIA LAOLOALA T BHINqE L

R

B6)/6w g :ejAep 1zoyoAn




stka 157

3]

4®)

Sbirka zikont &. 449 / 2005

Strana 8192

@ nypa|sAA X nounod aepleid

"apanoIdau s JuasnoyzZ Jsep ‘8lIAZ ojnuAyn AYABP 038} h IIpN}S JUQBJUSLO A pnYod

KelIAZ oS lUsZeyoez oyaiqop O|pIABld,

‘AyABp UaA0In OJe} BUBPOd IIPN}S

JuQelUBLO A BIAQ Znwiaf ‘8JIAZ apnq 1IPM}S UABIY A auIdNYS 9pzeX A AJeJIAZ G 1Zo|\

AUIANS[s 1SONIPA

nnuAyn (ue eyoixo) ewle)z eupez

3
13huAyn | ogau/e noydIxo} howldjz as | < @
3

1uAyn z <
Sopa[sAA

_ JISEBN/S S

al0Baey ‘SHO Hisely 7

be

By/Bw 000 2
1elinz g

A

R-L AR

L

Lie

By/6w 00¢
Jelinz g

By/Bw oG
Jelinz g

%

By/Bw 000 ¢ :exAep 1zoyoAa

%

o

By/bw g
JelInZ g

%

JISEBN/G G 14

suobaley 'SHO Jisel

>

«DW/Bw 000 ¢
1elinz g

%

eul

B)/6w 00g exAep 1Zoyoha

By/6w Qo€ By/6w 0g
JelINZ G Jellnz g
1dV1S

bod

By/bw g
1elinz g

%




Castka 157 Sbirka zikont & 449 / 2005 Strana 8193

Tabulka 3

KRITERIA KLASIFIKACE ZKOUéENYCH LATEK S OCEKAVANYM] ]
HODNOTAMI LDs) PRESAHUJICIMI 2 000 mg/kg BEZ NUTNOSTI ZKOUSENI

Kritéria pro kategorii nebezpecnosti 5 maji umoznit identifikaci zkouSenych latek, u
nichz je nebezpeci akutni toxicity nizké, avSak které mohou za urCitych okolnosti pro
citlivé jedince predstavovat nebezpeci. U té€chto latek se predpoklada, Ze se jejich oralni
nebo dermalni LDsy; nebo LDsy ekvivalentnich davek podavanych jinymi cestami
pohybuje v rozmezi od 2 000 do 5 000 mg/kg. Zkousené latky lze klasifikovat v kategorii
nebezpeCnosti definované jako 2 000 mg/kg < LDsy < 5 000 mg/kg (v GHS kategorie 5)
v téchto pripadech:

a) pokud je do této kategorie zafazena podle nékterého ze systému
zkouseni uvedeného v tabulce 2, v zavislosti na vyskytech uhynuti,

b) pokud jsou jiz k dispozici spolehlivé dukazy naznacujici, ze LDsg se
pohybuje v rozmezi hodnot kategorie 5, nebo pokud z jinych studii na
pokusnych zvifatech nebo z toxickych ucinkd na clovéka vyplyvaji
akutni obavy o lidské zdravi,

) pokud extrapolaci, odhadem nebo méfenim 0Udaju neni piifazeni do

vvvvv

— pokud jsou kdispozici spolehlivé informace naznacujici
vyznamné toxické ucinky na ¢loveka, nebo

— pokud je béhem zkousSeni oralni cestou do hodnot kategorie 4
pozorovano uhynuti, nebo

— v ptipadech, kdy odborny posudek potvrdi zavazné klinické
ptiznaky toxicity pii testovani do hodnot kategorie 4 s vyjimkou
priymu, piloerekce nebo rozcuchané srsti, nebo

— v pripadech, kdy odborny posudek potvrdi spolehlivé informace,
které naznacuji potencial pro vyznamné akutni ucinky vyplyvajici
z jinych studii na pokusnych zviratech.

ZKOUSENI V DAVKACH PRESAHUJICICH 2 000 mg/kg

Ve vyjimeénych piipadech, a pouze je-li to oduvodnéno specifickymi regulaénimi
potifebami, 1ze zvazit pouziti dalsi nejvyssi urovné fixni davky 5 000 mg/kg. S ohledem
na potfebu ochrany dobrého zachazeni s pokusnymi zvifaty se zkouSeni v davkach
5 000 mg/kg nedoporuCuje a mélo by se zvazovat pouze v pripad€, ze existuje velka
pravdépodobnost, ze vysledky takové zkousky by mély pfimy vyznam pro ochranu
pokusnych zvifat nebo lidského zdravi’™.
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Orientaéni studie

Pravidla pro rozhodovani, jimiz se fidi metoda postupného podavani davek uvedena
v tabulce 1, se rozsifi tak, aby zahrnovala uroven davky 5000 mg/kg. Pokud se
v orientaCni studii pouzije vychozi davka 5 000 mg/kg, vysledek A (Ghyn) povede
k nutnosti zkouset na druhém pokusném zvireti davku 2 000 mg/kg. Vysledky B a C
(zfeyma toxicita nebo zadna toxicita) umozni zvolit davku 5 000 mg/kg za vychozi davku
hlavni studie. Podobné pokud se pouZzije vychozi davka jina nez 5 000 mg/kg, zkouseni
pokraCuje na uroven 5 000 mg/kg v pripad€, ze se pii 2 000 mg/kg zjisti vysledky B
nebo C. Nasledny vysledek A pfi 5 000 mg/kg bude vyzadovat vychozi davku hlavni
studie 2 000 mg/kg a vysledky B a C budou vyzadovat vychozi davku v hlavni studii
5 000 mg/kg.

Hlavni studie

Pravidla pro rozhodovani, jimiz se fidi metoda postupného podavani davek uvedena
v tabulce 2, se rozsifi tak, aby zahrnovala uroven davky 5 000 mg/kg. Pokud se tedy
v hlavni studii pouzije vychozi davka 5 000 mg/kg, bude vysledek A (=2 Ghyny)
vyzadovat zkouSeni davky 2 000 mg/kg na druhé skupiné. Vysledek B (zfeyma toxicita
nebo <1 wthyn) nebo C (zadna toxicita) povedou k tomu, ze latka nebude podle GHS
klasifikovana. Podobné pokud se pouzije vychozi davka jina nez 5 000 mg/kg, zkouseni
pokracuje na uroven 5 000 mg/kg v pripadé€, Ze se pi1 2 000 mg/kg zjisti vysledek C.
Nasledny vysledek A pii1 5 000 mg/kg povede k tomu, Ze se latka pfifadi do kategorie 5
GHS a na zakladé vysledku B nebo C latka nebude klasifikovana.
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6. V ptiloze ¢. 2 metoda B.1 tris AKUTNI TO-
XICITA ORALNI (PER OS) METODA STANO-
VENI TRIDY AKUTNI TOXICITY zni:

,B.1 tris AKUTNI TOXICITA ORALNi — METODA STANOVENI TRIDY
AKUTNI TOXICITY

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoletenstvi’®.

1.1 UvVOD

Metoda stanoveni tiidy akutni toxicity’” stanovena v této zkousce je
metodou po krocich, pficemz u kazdého kroku se pouzivaji 3
pokusnd zvitata stejného pohlavi. V zavislosti na mortalit€ nebo stavu
agonie pokusnych zvitat 1ze o akutni toxicité zkousené latky rozhodnout
prumérné na zakladé 2 az 4 krokd. Tato metoda je reprodukovatelna,
vyzaduje mén¢ pokusnych zvitat a dokaze latky zatadit podobné jako jiné
metody zkousSeni akutni toxicity. Metoda stanoveni tfidy akutni toxicity je
zalozena na biometrickém hodnoceni’™ s fixnimi davkami, pfiméfend
oddélenymi tak, aby umoznila zarazeni latky pro ucely klasifikace a
posouzeni nebezpecnosti. Na metodu piijatou v roce 1996 byly provedeny
rozsahlé narodni™ i mezinarodni’ validagni studie in vivo pro srovnani
s hodnotami LDs, ziskanymi z literatury.

Neni nutné podavat zkouSené latky v davkach, onichz je znamo, ze
v dasledku leptavych nebo vyrazné drazdivych G¢inku vyvolavaji znacnou
bolest a utrpeni. Umirajici pokusnd zvifata nebo pokusnd zvifata, ktera
zjevné projevuji pfiznaky bolesti nebo zna¢ného a pretrvavajiciho utrpeni,
se humanne utrati a pfi interpretaci vysledku jsou hodnocena jako pokusna
zvitata uhynuld pfi zkouSce. Kritéria rozhodovani o utraceni umirajicich
nebo znacné trpicich pokusnych zvifat a pouceni tykajici se rozpoznani
predvidatelného nebo bliziciho se uhynuti lze nalézt v literature™.

Metoda vyuziva pifedem stanovenych davek a jeji vysledky umoziiuji
latku zaradit a klasifikovat podle globalné harmonizovaného systému
klasifikace chemickych latek, které zptisobuji akutni toxicitu™.

V zasad¢ tato metoda neslouzi k vypocteni presné hodnoty LDsy, ale
umoziuje urCit definované rozpéti expozice, pii které se predpoklada
letalita, nebot’ hlavnim koncovym vyhodnocenim této zkousky zlstava
uhynuti ¢asti pokusnych zvifat. Metoda umoziiuje stanovit hodnotu LDsy,
pouze pokud alespori dvé davky vedou k mortalité vyssi nez 0 % a nizsi
nez 100 %. Pouziti vybéru prfedem stanovenych davek bez ohledu na
zkousenou latku, u néhoz se klasifikace explicitné vaze k poc¢tu pokusnych
zvifat pozorovanych v riznych stavech, zvySuje moznost konzistentniho a
opakovaného predavani zprav mezi laboratoremi.

ZkuSebni laboratot by pfed provedenim studie meéla vzit v uvahu veskeré
dostupné informace o zkouSené latce. Soucasti téchto informaci je
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totoznost a chemicka struktura latky, jeji fyzikalné-chemické vlastnosti,
vysledek jinych zkouSek toxicity dané latky invivo nebo invitro,
toxikologické udaje o strukturné ptibuznych latkach a ocekavané pouziti
latky. Tyto informace jsou nezbytné ktomu, aby byli vSichni
zainteresovani presveédCeni, ze zkouSka mé vyznam pro ochranu lidského
zdravi a pomuze pii vybeéru nejvhodnéjsi vychozi davky.

1.2 DEFINICE

Akutni oralni toxicita: vztahuje se na nepiiznivé GCinky, které se projevi
po oralnim podani jedné davky nebo vice davek latky béhem 24 h.

13 PODSTATA ZKOUSKY

Podstatou zkousky je to, ze se pomoci metody po krocich vyuzivajici
minimalniho poctu pokusnych zvitat u kazdého kroku ziskaji informace o
akutni toxicité zkouSené latky, které umozni jeji klasifikaci. Latka se
skupin€ pokusnych zvifat podava oralné v jedné ze stanovenych davek.
Latka se zkou$i metodou po krocich, pficemz u kazdého kroku se
pouzivaji tfi pokusna zvifata stejného pohlavi (obvykle samice).
Pritomnost nebo nepfitomnost mortality vyvolané latkou u pokusnych
zvitat, jimz byla latka podéana v jednom kroku, rozhodne o dalsim kroku,
Y.

— neni tieba zadné dalsi zkousent,
—  poda se stejna davka dal§im tfem pokusnym zvifatim,

— latka se poda dalSim tfem pokusnym zvifatim v nejblizsi vy$si nebo
nejbliz§i nizsi trovni davky.

Podrobnosti postupu zkousSeni jsou uvedeny v tabulce 5. Metoda umozni
rozhodnout s ohledem na zarazeni zkouSené latky do jedné zrtady tiid
toxicity definovanych fixnimi hrani¢nimi hodnotami LDsy.

1.4 POPIS METODY
14.1 Vybér druhu pokusnych zvirat

Upftednostiiovanym druhem hlodavce je potkan, avsak lze pouzit i jiné
druhy hlodaved. Obvykle se pouZivaji samice’. Je to proto, e piehled
literatury o konvencnich zkouskach LDsy ukazuje, ze ackoliv je mezi
pohlavimi obvykle maly rozdil, pokud jde o citlivost, jsou samice
v pfipadech, ve kterych jsou rozdily pozorovany, obecné nepatrné
citlivgj§i™. Pokud viak poznatky o toxikologickych nebo
toxikokinetickych vlastnostech strukturné pfibuznych chemickych latek
naznacuji, ze citlivéjsi jsou pravdépodobné samci, pouzije se toto pohlavi.
Jestlize se zkousSka provadi na samcich, je nutné podat nalezité
odivodnéni. Pouziji se mlada zdrava dospéla pokusna zvirata bézné
uzivanych laboratornich kmend. Samice musi byt nullipary a nesmi byt
biezi. Kazdé pokusné zvife musi byt na zacatku podavani latky 8 az
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12 tydna staré a jeho hmotnost by se méla pohybovat v intervalu + 20 %
sttedni hmotnosti pokusnych zvifat, kterym byla podana predchozi davka.

1.4.2 Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusna zvitrata by méla byt (22 + 3) °C. Ackoliv
by relativni vlhkost meéla byt minimaln€¢ 30% a pokud mozno
nepiesahnout 70 % kromé& doby uklidu mistnosti, cilem by méla byt
hodnota 50 — 60 %. Osvétleni by melo byt umélé, mélo by se stiidat 12 h
svétla a 12 h tmy, neni-li v chovné mistnosti denni svétlo. Ke krmeni Ize
pouzit obvyklé krmivo urfené pro pokusna zvifata od registrovaného
vyrobce s neomezenou dodavkou pitné vody. Pokusna zvirata mohou byt
chovana v klecich ve skupinach podle davky v souladu s prisluSnym
pravnim predpisem'®, pokud neni stanoveno projektem pokust jinak, ale
poCet pokusnych zvifat v kleci nesmi branit neruSenému pozorovani
kazdého pokusného zvifete.

143 Priprava pokusnych zvirat

Pokusna zvifata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stari v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznalena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlastniho pravniho piedpisu'®.

144 Priprava davek

Zkousena latka by obecné mela byt pfi vSech urovnich zkousenych davek
podavana v konstantnim  objemu  pomoci Upravy koncentrace
davkovaného pripravku. V piipadech, kdy ma byt zkouSen kapalny
kone¢ny produkt nebo smés, muze vSak mit pouziti nezfedéné zkousené
latky, tj. skonstantni koncentraci, ve€tSi zavaznost pro hodnoceni
nasledného rizika této latky. Ani v jednom piipad€ nesmi byt piekro¢en
maximalni objem davky. Maximalni objem kapaliny, kterou lze
jednorazové podat, zavisi na velikosti pokusného zvitete. U hlodavca by
objem obvykle nemél presahnout 1 ml/100 g télesné hmotnosti: avsak u
vodnych roztokll pfipadd v avahu i davka 2 ml/100 g télesné hmotnosti.
S ohledem na slozeni davkovaného piipravku se ve vSech pripadech, kde
je to mozné, doporucuje pouziti vodného roztoku/suspenze/emulze, potom
v poradi podle preference pouziti roztoku/suspenze/emulze v oleji (napf.
v kukufiéném oleji) a nakonec pfipadné€ roztoku v jinych vehikulech. U
vehikul jinych nez voda musi byt znamy jejich toxikologické
charakteristiky. Davky musi byt piipraveny kratce pred podanim, pokud
neni stalost pfipravku béhem doby, kdy bude pouzivan, znama a neukaze
se jako prijatelna.
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1.5 POSTUP
1.5.1 Podavani davek

Zkousena latka se podava sondou v jedné davce pomoci zalude¢ni sondy
nebo vhodné intuba¢ni rourky. Pokud vyjime¢né neni mozné podat davku
najednou, 1ze davku podat po mensich mnozstvich béhem nejvyse 24 h.

Pred podanim zkouSené latky nemaji pokusna zvirata dostavat krmivo
(napt. potkanim by se nemélo podavat pies noc, mysim 3 — 4 h), voda se
vSak ponechéava. Po uplynuti doby hladovéni se pokusna zvirata zvazi a
poda se jim zkousSena latka. Po podani latky se zamezi piistupu ke krmivu
na dalsi 3 — 4 h u potkani nebo 1 — 2 h u mysi. Podava-li se latka po
Castech v pribéhu urcité doby, muaze byt podle délky obdobi nezbytné
poskytnout pokusnym zvifatim krmivo a vodu.

152 Pocet pokusnych zvirat a arovné davek

V kazdém kroku se pouzivaji tfi pokusna zvifata. Davka, ktera bude
pouzita jako vychozi, se zvoli z jedné ze Ctyt fixnich Grovni: 5, 50, 300 a
2 000 mg/kg t€lesné hmotnosti. Vychozi davka by méla byt takova, ktera
nejpravdépodobnéji vyvola uhynuti nékterych pokusnych zvirat, jimz byla
podana. Postup, ktery je nutno u kazdé vychozi davky dodrzet, je popsan
ve vyvojovych diagramech v tabulce 5. Navic je vtabulce 7 uvedeno
pouceni tykajici se klasifikace v ramci systému EU, dokud nebude
zaveden novy globalné harmonizovany systém (GHS).

Pokud dostupné informace naznacuji, ze mortalita nebude pravdépodobné
pfi nejvys§i vychozi urovni davky (2 000 mg/kg télesné hmotnosti)
vyvolana, je nutné provést limitni zkousku. Pokud nejsou o latce, ktera ma
byt testovana, kdispozici zadné informace, doporucuje se kvili
dodrzovani pravidla dobrého zachdzeni s pokusnymi zvifaty pouzit
vychozi davku 300 mg/kg télesné hmotnosti.

Casovy interval mezi experimentalnimi skupinami zavisi na dob& nastupu,
trvani a zavaznosti pfiznaku toxicity. Expozice pokusnych zvirat dalsi
davce by méla byt odlozena, dokud nebude jisté, ze pokusna zvirata, jimz
byla podana piedchozi davka, prezila.

Ve vyjimeénych piipadech a pouze je-li to odivodnéno specifickymi
regulaCnimi potifebami, lze zvazit pouziti dal$i nejvy$si urovn€ davky
5000 mg/kg telesné hmotnosti (viz tabulka 6). S ohledem na dobré
zachazeni s pokusnymi zviraty se pokusy na pokusnych zviratech v ramci
kategorie 5 GHS (2 000 — 5 000 mg/kg) nedoporucuji a mély by se
zvazovat pouze tehdy, pokud existuje velka pravdépodobnost, ze vysledky
takové zkousky budou mit ptimy vyznam pro ochranu lidského zdravi,
zdravi pokusnych zvifat nebo zivotniho prostiedi.
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153 Limitni zkou§ka

Limitni zkouska se pouziva predev§im tehdy, ma-li osoba provadé&jici
zkouSku informace svédCici o tom, ze zkouSeny material je
pravdépodobné netoxicky, tj. je toxicky pouze nad ramec regula¢nich
limitnich davek. Informace o toxicit€¢ zkouseného materidlu lze ziskat ze
znalosti o podobnych zkouSenych slouCeninach, smeésich nebo
prostedcich s ohledem na totoznost a procento slozek, o nichz se vi, ze
jsou toxikologicky vyznamné. V situacich, kdy existuje jen malo
informaci nebo viibec zadné informace o toxicité nebo kdy se oCekava, ze
zkousSeny material bude toxicky, by méla byt provedena hlavni zkouska.

Limitni zkouSku s jednou Grovni davky 2 000 mg/kg t€lesné¢ hmotnosti Ize
provést na Sesti pokusnych zviratech (tfi pokusna zvirata na jeden krok).
Vyjimecné lze na tfech pokusnych zvifatech provést limitni zkousku
s jednou arovni davky 5 000 mg/kg (viz tabulka 6). Projevi-li se mortalita
vyvolana zkouSenou latkou, mize byt nutné provést dalsi zkousky
s nejblizsi nizsi urovni davky.

1.6 POZOROVANI

Po podani davky se pokusna zvitata pozoruji individudlné minimalné
jednou béhem prvnich 30 minut, pravidelné béhem prvnich 24 h, pfiCemz
zvlastni pozornost se vénuje prvnim 4 h, a poté denné po dobu 14 dnt
kromé ptipadu, kdy je nutné pokusnd zvitata ze studie vyjmout a humanné
utratit kvili dodrzovani pravidla dobrého zachazeni s pokusnymi zvitaty,
nebo je zjiStén jejich Uhyn. Doba pozorovani by vsSak nemela byt
stanovena pevné. Méla by byt stanovena podle toxickych reakci, doby
jejich nastupu a délky faze zotaveni, a muze tedy byt podle potieby
prodlouzena. Doba, kdy se pfiznaky toxicity objevi a vymizi, je dulezita
zejména v piipadé tendence ke zpozdénym priznakim toxicity ™. Veskera
pozorovani se systematicky zaznamenavaji, pfiCemz zéznamy se vedou
pro kazdé pokusné zvite jednotlive.

Dalsi pozorovani bude nutné, jestlize pokusnd zvifata dale vykazuji
piiznaky toxicity. Pozorovani zahrnuji zmény na kdzi, na srsti, na o€ich,
na sliznicich, a rovnéz zmeény dychani, krevniho ob&hu, zmény funkce
autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity
a chovani. Pozornost je tfeba vénovat tfesu, kieim, slinéni, prajmu,
letargii, spanku a komatu™. Pokusnd zvifata ve stavu agonie a pokusna
zvifata se znamkami prudkych bolesti nebo pfetrvavajicimi ptiznaky
zna¢ného utrpeni se humanné utrati. Pokud jsou pokusna zvirata
z humannich divodi utracena nebo je zjistén jejich uhyn, je nutné dobu
uhynuti zaznamenat co nejpiesnéji.

1.6.1 Télesna hmotnost

Hmotnosti jednotlivych pokusnych zvirat se stanovi kratce pred podanim
zkouSené latky a nejméné jednou tydné€ poté. Vypoclitaji se zmény
hmotnosti a zaznamenaji se. Na konci zkousky se pokusna zvifata, ktera
prezila, zvazi a humanné utrati.
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1.6.2 Patologie

Vsechna pokusna zvifata (vCetné té€ch, ktera v prub&hu zkousky uhynula
nebo byla utracena kvuli dodrzovani pravidla dobrého zachazeni s
pokusnymi zvifaty) se pitvaji. U kazdého pokusného zvifete se
zaznamenaji vSechny makroskopické patologické nalezy. Lze také zvazit
mikroskopické vySetfeni organi, u nichz jsou patrné makroskopické
patologie, u pokusnych zvitat, ktera prezila 24 nebo vice hodin, protoze
mohou poskytnout uzite¢né informace.

2 DATA
Meély by byt uvedeny udaje pro kazdé jednotlivé pokusné zvite. Navic by
mely byt vSechny udaje shrnuty do tabulky, pfi€emz se u kazdé zkuSebni
skupiny uvede pocet pouzitych pokusnych zvifat, pocet pokusnych zvirat
vykazujicich pfiznaky toxicity, pocCet pokusnych zvifat uhynulych
v priabéhu zkousky nebo utracenych z humannich divodu, doba uhynuti

jednotlivych pokusnych zvifat, popis a Casovy prubéh a vratnost toxickych
ucinku a pitevni nalezy.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

v v e I I ¥ + 9,10 r r I
V souladu s piislusnymi pravnimi predpisy”'” musi byt zpracovan

projekt pokusu a o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.
3.1 Zprava o prub&hu pokusu obsahuje tyto informace:
ZkouSena latka:

—  fyzikélni povaha, Cistota a tam, kde je to podstatné, fyzikalné-
chemické vlastnosti (vCetné izomerizace),

— identifika¢ni udaje, vCetné Cisla CAS.

Vehikulum (v ptipadé potieby):

—  zdavodnéni vybéru vehikula, pokud neni pouzita voda.
Pokusnd zvitata:

—  pouzity druh/kmen,

—  mikrobiologicky stav pokusnych zvitat, je-li znam,

— pocet, stafi a pohlavi pokusnych zvifat (pfipadné vcetne
zdtvodnéni pouziti samcli misto samic),

—  puvod, podminky chovu, krmivo atd.
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ZkuSebni podminky:

—  podrobné udaje o slozeni zkousené latky, vCetné podrobnosti o
tyzikalni forme¢ podavaného materialu,

—  podrobné udaje o zpusobu podani zkouSené latky, vcetné
podavanych objemu a dobé podavani,

—  podrobné udaje o krmivu a kvalité vody (v€etné druhu/zdroje
krmiva, zdroje vody),

—  zdavodnéni vybéru vychozi davky.

Vysledky:

— tabulky udaji o reakcich kazdého pokusného zvifete a o
urovni jeho davky (tj. pocet pokusnych zvifat vykazujicich
ptiznaky toxicity, v€etn€ uhynuti, povahy, zavaznosti a trvani
ucinku),

—  tabulky udaju o t€lesné hmotnosti a jejich zménach,

— individuélni hmotnosti pokusnych zvifat v den podani déavky,
poté v tydennich intervalech a v ¢ase thynu nebo utraceni,

— datum a doba uhynu, pokud predchazi planovanému usmrceni,

—  Casovy prubéh nastupu piiznaka toxicity u kazdého pokusného
zvifete a zda byly vratné,

— pitevni a histopatologické nalezy pro kazdé pokusné zvite,
pokud jsou k dispozici.

Diskuse a interpretace vysledku.

Zavery.
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Tabulka 5
POSTUP, KTERY MA BYT U KAZDE Z VYCHOZICH DAVEK DODRZEN
OBECNE POZNAMKY

Systém zkouSeni u kazdé vychozi davky obsazeny v této tabulce nastifiuje postup,
podle kterého je tfeba postupovat.

— Tabulka 5 a: vychozi davka je 5 mg /kg télesné hmotnosti

— Tabulka 5 b: vychozi davka je 50 mg /kg télesné hmotnosti
— Tabulka 5 ¢: vychozi davka je 300 mg/kg t€lesné hmotnosti
— Tabulka 5 d: vychozi davka je 2 000 mg/kg té€lesné hmotnosti

Postup zkouSeni se fidi naznafenymi Sipkami v zévislosti na po¢tu humanné
utracenych nebo uhynulych pokusnych zvirat.
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Tabulka 6

KRITERIA KLASIFIKACE ZKOUSENYCH LATEK S OCEKAVANYMI
HODNOTAMI LDsy PRESAHUJICIMI 2 000 mg/kg BEZ NUTNOSTI
ZKOUSENI

Kritéria pro kategorii nebezpecnosti 5 maji umoznit identifikaci zkouSenych latek, u
nichz je nebezpeci akutni toxicity relativn€ nizké, avSak které mohou za urcitych
okolnosti pro citlivé jedince predstavovat nebezpeCi. U téchto latek se predpoklada, ze
se jejich oralni nebo dermalni LDsy nebo LDsy ekvivalentnich davek podavanych
jinymi cestami pohybuje v rozmezi od 2 000 do 5 000 mg/kg. ZkouSenou latku lze
klasifikovat v kategorii nebezpecnosti definované jako 2 000 mgkg <LDsy <
5 000 mg/kg (v GHS kategorie 5) v téchto pfipadech:

a) pokud je do této kategorie zafazena podle nékterého ze systému
zkouSeni uvedeného v tabulce Sa — 5d, v zavislosti na vyskytech
uhynuti,

b) pokud jsou jiz k dispozici spolehlivé dikazy naznaCujici, ze LDsg se

pohybuje v rozmezi hodnot kategorie 5, nebo pokud z jinych studii
na pokusnych zvitratech nebo toxickych ucinkl na ¢loveka vyplyvaji
akutni obavy o lidské zdravi,

c) pokud extrapolaci, odhadem nebo méfenim udaji neni pfifazeni do

vvvvv

— pokud jsou k dispozici spolehlivé informace naznacujici
vyznamné toxické ucinky na ¢lovéka, nebo

— pokud je béhem zkouseni oralni cestou do hodnot kategorie
4 pozorovano uhynuti, nebo

— v piipadech, kdy odborny posudek potvrdi zavazné klinické
ptiznaky toxicity pfi testovani do hodnot kategorie 4
s vyjimkou prujmu, piloerekce nebo rozcuchané srsti, nebo

— v ptipadech, kdy odborny posudek potvrdi spolehlivé
informace, které naznaCuji potencial pro vyznamné akutni
ucinky vyplyvajici z jinych studii na pokusnych zvitatech.

ZKOUSENIi V DAVKACH PRESAHUJICIiCH 2 000 mg/kg

S ohledem na potiebu ochrany dobrého zachézeni s pokusnymi zvifaty se zkouSeni na
pokusnych zvitatech v kategorii 5 (5 000 mg/kg) nedoporucuje a melo by se zvazovat
pouze v pripadé, ze existuje velkd pravdépodobnost, ze vysledky takové zkousky maji
plimy vyznam pro ochranu lidského zdravi nebo zdravi pokusnych zvifat’™. S vy§§imi
urovnémi davek se zadné dalsi zkousky neprovedou.

Pokud je vyzadovano zkouSeni s davkou 5 000 mg/kg, vyzaduje se pouze jeden krok
(1. tf1 pokusnd zvitata). Pokud pokusné zvife, jemuz byla podana davka jako prvnimu,
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uhyne, pokracuje podavani surovni 2 000 mg/kg podle vyvojového diagramu
v tabulce 5. Pokud prvni pokusné zvife prezije, poda se davka dalsim dvéma
pokusnym zvifatim. Pokud uhyne pouze jedno pokusné zvite ze tfi pokusnych zvirat,
oCekava se, ze hodnota LDsy presdhne 5 000 mg/kg. Pokud uhynou ob¢ pokusna
zvitata, pokracuje se podanim davky 2 000 mg/kg.
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Tabulka 7
METODA ZKOUSENI B.1 tris: Pokyny ke klasifikaci podle systému EU pro p¥echodné obdobi
do plného zavedeni globalné harmonizovaného systému klasifikace (GHS) (prevzato
z literatury™)

N

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvitata 3 zvitata
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvitata 3 zvitata 3 zvitata
v A 4 v & A 4 l !
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5
GHS >0-5 >5-50 >50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
2]
LDSO  hrani¢ni v v v
hodnoty
mgkg  tdlesné | 5 | 25 | 30 | 50 ’ 200 500 | 1000 2000 2500 5000 | 0 |
vy v v # ¢ v v # + v
LU/chemické latky 25 200 2000
pesticidy kapalné —
1 | | I | | | | | |
EU - pesticidy tuhé ‘ 5 | ‘ 500 | [} |
11 | | | | | | | | |
OSN - kapaliny | 5 | 50 ‘ 500 | © |
1 | | I | | | | | |
OSN - pevné latky l 5 | 50 ‘ 200 | 0 |
1 | | | | | | | | |
Svyearsko ‘ 5 | 50 ’ 500 | 2000 | 5000 | 0 |
1 | I I | | | | | I
US EPA crk ‘ 25 | [¢] |
1 | I I | | | | | I
Japonsko Y
PDSCA ‘ 30 l 300 | [*e) |
11 | I | | | | | | I
Kanada/WITMIS/US OSHA ‘ 50 ‘ 500 | © |
1 | I | | | | | | I
US EPA pesticidy ‘ 50 ‘ 500 | 5000 ’ © |
11 | I | | | | | | |
US CPSC ‘ 50 ‘ 5000 ’ © |
1 | | | | | | | | |
Kanada - pesticidy ‘ 50 ‘ 500 | 1000 | 2000 l © |
-u kazdého kroku se pouziji 3 zvifata stejného pohlavi (obvykle samice) —  oo: neklasifikovano
-0, 1,2, 3: pocet zvifat v agdnii nebo uhynulych u kazdého kroku —  GHS: Globaln¢ harmonizovany systém klasifikace (mg/kg

télesné hmot.)




Strana 8212

Sbirka zdkont ¢

. 449 / 2005

Castka 157

GIIS

LD50  hrani¢ni
hodnoty
mg/kg
hmot.

télesné

EU/chemické
kapalné pesticidy

latky

EU -

pesticidy tuhé

UN kapaliny

UN pevné litky

Svycarsko

US EPA crk

Japonsko PDSCA

Kanada/WHMIS/US OSHA

US EPA pesticidy

US CPSC

Kanada - pesticidy

<>
!

5 mg/kg < 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvitata 3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvitata 3 zvifata 3 zyitata
% % + B 3
A 4 A 4 A 4
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5 0
>0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
% - i
’ 5 200 | 300 500 ‘ 1000 2000 2500 5000 | 0 |
25 ‘ 200 | 2000 0 |
11 | | 1 | | | | | |
5 ’ | 500 ‘ o |
L1 | | | I I | | | |
5 ’ 50 | 500 ‘ o |
L1 | | | | I I | | |
> I 50 | 200 | " |
1 | | | | I I | | |
5 I 50 | 500 ‘ 2000 | 5000 | o) |
11 | | | | I I | | |
25 % |
11 | | | | I I | | |
30 | 300 l w0 |
11 | | | | I I | | |
50 | 500 ‘ - |
1 | | | 1 I I | | |
50 | 500 ‘ 5000 | © |
L1 | | | | | | | | |
50 | 5000 | - |
11 | | | 1 | I | | |
50 500 ‘ 1000 | 2000 | o0 |

- u kazdého kroku se pouziji 3 zvifata stejného pohlavi (obvykle samice)
-0, 1, 2, 3: pocet zvifat v agonii nebo uhynulych u kazdého kroku

— oo neklasifikovano
—  GHS: Globaln¢ harmonizovany systém klasifikace (mg/kg
télesné hmot.)
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5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvitata 3 zvifata 3 zvifata — 3 zvifata
D 4

o

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zyifata 3 zvitata 3 zvifata
v A 4
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5 0
GHS >0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
1
| |
| | l |
3% (pii 50)| | jing 3% (pfi | | jing
LT
LDS0  hrani¢ni
hodnoty, . | 5 25 | 30 | 50 200 300 500 | 1000 | 2000 2500 | 5000 | 0 |
mgkg  télesné
v v v Y v v v v ¥ v
EU/chemické latky 25 200 2000
pesticidy kapalné 0
11 | | | | | | | | I
EU - pesticidy tuhé ‘ 5 | ‘ 500 | o0 |
11 | | | | | | | | I
UN - kapaliny ‘ S, | 50 | 500 | 0 |
1 | | | | | | | | I
UN pevné latky ‘ 5 | 50 | 200 | 0 |
11 1 | | | | | | 1 I
Svyearsko ‘ 5 | 50 l 500 | 2000 | 5000 [ o |
1 | | | | | | 1 1 I
US EPA erk ‘ 25 | ® |
1 | | | | | | | 1 I
Japonsko PDSCA ‘ 30 | 300 | [e] |
1 1 | | | | | 1 | |
Kanada/WHMIS/US OSHA ‘ 50 l 500 | © |
1 | | I | | | | | I
US EPA pesticidy ‘ 50 ‘ 500 | 5000 ‘ e} |
11 | | | | | | | | |
US CPSC ‘ 50 ‘ 5000 ’ © |
11 | | | | | | | | |
Kanada - pesticidy ‘ 50 500 | 1000 | 2000 ‘ 0 |
METODA ZKOUSEN
—u kazdého kroku se pouziji 3 zvitata jednoho pohlavi (obvykle samice) - : neklasifikovano
-0, 1, 2, 3: podet zvifat v agénii nebo uhynulych zvifat u kazdého kroku = *: u prvniho kroku

— GHS: Globalné harmonizovany systém klasifikace (mg/kg t&l.
hmot.)
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LD50  hraniéni
hodnoty
mg/kg
hmot.

1&lesné

EU/chemické
pesticidy kapalné

litky

EU-

pesticidy tuhé

UN- kapaliny

UN - pevné latky

Svycarsko

US EPA crk

Japonsko PDSCA

Kanada/WHMIS/US OSHA

US EPA pesticidy

US CPSC

Kanada pesticidy

5 mg/kg
3 zvifata

<>

6 &

50 mg/kg
3 zvifata

300 mg/kg
3 zvifata

2000 mg/kg
3 zvifata

]

S mg/kg

3 zvifata

50

3 zvifata

mg/kg

300 mg/kg
3 zvifata

2000 mg/kg
3 zvifata

26

p

%

Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5 0
>0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
[
[ |
L) ) ) B Lk
(p F¢ 0) ¢ (prl 300) (pii 2000) | (pf1 2000)

‘ 5 23 30 | 50 | | | 1000 2000 2500 5000 | 0 |
25 | 2000 o0 |

11 | | | 1 I | | | |
5 ‘ | 500 ‘ " |

1 | | | | | I | | |
5 ‘ 50 | 500 ‘ © |

11 | | | 1 | | | | |
5 ‘ 50 | 200 | 0 |

1 | | | | | | | | |
5 ‘ 50 | 500 ‘ zooo| 5000 | ) |

1 | | | | I I | | |
25 - |

11 | | | | I I | | |
30 ‘ 300 | 0 |

11 | I | | I I I | |
50 | 500 | o) |

11 | | | | I I | | |
50 | 500 | 5000 | w0 |

11 | | | 1 | | | | |
50 | 5000 | & |

1 | | | | | I | | |
50 500 | 1000 | 2000 | © |

—u kazdého kroku se pouziji 3 zvifata jednoho pohlavi (obvykle samice)
-0, 1,2, 3: pocet zvifat v agonii nebo uhynulych zvifat u kazdého kroku

— co: neklasifikovano
— *:u prvniho kroku

hmot.)

— GHS: Globaln¢ harmonizovany systém klasifikace (mg/kg tél.
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7. V piiloze &. 2 metoda B.4 KOZNI DRAZDI-

VOST znf:
,B.4 AKUTNI TOXICITA: DRAZDIVE A LEPTAVE UCINKY
NA KUZI
1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi’™.
1.1 UVOD

Pti pripravé této aktualizované metody byla zvlastni pozornost vénovana
moznym zlepSenim v oblasti dobrého zachdzeni s pokusnymi zvifaty a
hodnoceni veskerych existujicich informaci o zkouSené latce s cilem
vyhnout se nadbyteCnym zkou§k&dm na pokusnych zvitatech. Soucasti této
metody je doporuceni, aby pied provedenim popsané zkousky drazdivych
a leptavych ucinkd latky na kdzi invivo byla vypracovana analyza
prukaznosti stavajicich relevantnich udaji. Pokud jsou k dispozici
nedostateCné udaje, lze je rozpracovat vyuzitim metody postupného
zkouSeni’™. Strategie zkouSeni zahrnuje provedeni validovanych a
uznanych zkousek in vifro a je popsana v tabulce 8 k této metode. Navic
se v pripadé potieby v pocateCni zkouSce in vivo doporuCuje namisto
soucasného aplikovani postupna aplikace tii testovacich naplasti.

V zajmu spolehlivého védeckého pfistupu a dobrého zachazeni s
pokusnymi zvitaty by se zkousky in vivo nemély provadét, dokud nebyly
vSechny dostupné udaje vyznamné pro potencialni leptavé nebo drazdivé
ucinky latky vyhodnoceny na zakladé analyzy prukaznosti vysledki.
Takové udaje budou zahrnovat dikazy ze stavajicich studii na lidech nebo
pokusnych zvifatech, dikazy leptavych nebo drazdivych ucinka jedné
nebo vice strukturné ptibuznych latek nebo smeési takovych latek, udaje
dokladajici silnou kyselost nebo zasaditost latky™ a vysledky
validovanych a uznanych zkousek in vitro nebo ex vivo™. Tato analyza by
meéla snizit potiebu zkousek leptavych nebo drazdivych ucinkd na kuzi
metodou in vivo u latek, unichz jiz existuji dikazy zjinych studiich,
pokud jde o tyto dva ukazatele.

V tabulce 8 k této metodé je uvedena upiednostiiovana strategie postupného
zkouSeni, jejiz soulasti je provedeni validovanych a uznanych zkouSek
leptavych/drazdivych GCinka in vitro nebo exvivo. Tato strategie byla
vypracovana na seminaii OECD’?, jeho Gastniky jednohlasné doporuéena a
ptijata jako doporucend strategie zkouSeni v globalné harmonizovaném
systému klasifikace chemickych latek (GHS)™®. Doporucuje se, aby se podle
této strategie zkousSeni postupovalo pred provadéni zkousek in vivo. U novych
latek se doporucuje metoda zkouSeni po krocich, diky niz lze dosédhnout
veédecky spolehlivych udaji o leptavych/drazdivych Gcincich latky.
U existyjicich latek, o jejichz leptavych/drazdivych ucincich na kazi neni
k dispozici dostatek udaju, by se meéla tato strategie vyuzit pro doplnéni
chybgjicich informaci. Pouziti jiné strategie nebo postupu zkouSeni nebo
rozhodnuti nepouzit metodu po krocich musi byt odivodnéno.
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Pokud pomoci analyzy prukaznosti vysledkd nelze o leptavych nebo
drazdivych ucincich rozhodnout, méla by se vsouladu se strategii
postupného zkouSeni uvazit zkouska in vivo (viz tabulka 8).

1.2 DEFINICE

Drazdivé acinky na kuzi: vyvolani vratnych zmén na kizi do 4 h po
aplikaci zkouSené latky.

Leptavé ucinky na kuazi: vyvolani nevratného poskozeni kize, zejména
viditelné, do koria zasahujici nekrézy pokozky, do €tyt hodin po aplikaci
zkousené latky. Reakce po poleptani se projevuji viedy, krvacenim,
krvavymi strupy a v zavéru c¢trnactidenniho pozorovani ztratou barvy
v dasledku vyblednuti kiize, Uplnymi lozisky alopecie a jizvami.
K vyhodnoceni spornych 1ézi by se méla uvazit histopatologie.

13 PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Latka, ktera ma byt zkousena, se v jedné davce nanese na kuzi pokusného
zvitete, pfiCemz oblasti neexponované kiize pokusného zvitete slouzi jako
kontrola. Ve stanovenych intervalech se urci, vyhodnoti a nasledné popise
stupeni drazdivych/leptavych ucinkd, aby bylo mozno provést uplné
posouzeni ucinkd. Doba studie by méla byt dostatecné dlouha, aby bylo
mozné zhodnotit vratnost nebo nevratnost pozorovanych ucinka.

Pokusnd zvirata, ktera v jakékoli fazi zkousky vykazuji pretrvavajici
pfiznaky zna¢ného utrpeni nebo bolesti, se humanné utrati a latka se
odpovidajicim zpusobem vyhodnoti. Kritéria rozhodovani o utraceni

s s I Y o ’ Iy I . v 7
umirajicich a zavazné trpicich pokusnych zvifat Ize nalézt v literatuie’™.

1.4 POPIS ZKUSEBNI METODY
141 Priprava na zkouSku in vivo
14.1.1 Vybér druhu pokusnych zvirat

Upftednostiiovanym pokusnym zvifetem je albin kralika a pouzivaji se
mlada dospéla pokusnd zvirata. Pfi pouziti jiného druhu by se mélo podat
zdtvodnéni.

1412 Priprava pokusnych zvirat

Pokusna zvifata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvla§tniho pravniho piedpisu'® a oznalena tak, aby
byla mozné identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvl4stniho pravniho predpisu'®

Asi 24 h pred zahajenim zkousky se pokusnym zvifatim ostiiha srst na
zadech. Je tieba dbat na to, aby se kiize neporanila. Sméji se pouzit pouze
pokusna zvitata se zdravou, neporanénou kazi.
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Nekteré kmeny kralika maji plosky husté srsti, které jsou v nekterych
obdobich roku vyrazngjsi. Na takovych oblastech husté srsti by se zkouska
provadét neméla.

1413 Podminky chovu a krmeni

Pokusna zvitata by méla byt chovana samostatné. Teplota v mistnosti pro
pokusna zvifata by méla u kralikti byt (20 £ 3) °C. Ackoliv by relativni
vlhkost méla Cinit minimalné 30 % a pokud mozno nepiesahnout 70 %
kromé& doby uklidu mistnosti, cilem by me¢la byt hodnota 50 — 60 %.
Osvétleni by mélo byt umélé, mélo by se stifidat 12 h svétla a 12 h tmy,
neni-li v chovné mistnosti denni svétlo. Ke krmeni lze pouzit obvyklé
krmivo urfené pro pokusna zvifata od registrovaného vyrobce
s neomezenou dodavkou pitné vody. Pokusna zvifata mohou byt chovana
v klecich ve skupinach v souladu s piislusnym pravnim piedpisem'®,
pokud neni stanoveno projektem pokust jinak, ale pocet pokusnych zvifat
v kleci nesmi branit neruSenému pozorovani kazdého pokusného zvitete.

142 Postup zkouSky
1421 Aplikace zkouSené ldtky

Zkousena latka se nanese na malou plochu kiZe (asi 6 cm?) a pokryje se
platkem mulu s nedrazdivou néplasti. V piipadech, kdy piimé aplikace
neni mozna (napf. kapaliny nebo nekteré pasty), by se méla zkouSena
latka nejprve nanést na platek mulu, ktery se nasledné ptilozi na kazi. Po
dobu trvani expozice je tieba pfidrzovat platek volné na kizi vhodnym
semiokluzivnim obvazem. Pokud se zkouSena latka nanési na mul, mél by
byt na kuzi pfipevnén tak, aby se zajistil dobry styk s kiizi a rovnhomérné
rozlozeni latky na kazi. Je tfeba zabranit tomu, aby se pokusné zvife
dostalo k mulu a zkousSenou latku pozilo nebo vdechlo.

Kapalné zkouSené latky se zpravidla aplikuji nefedéné. Pti zkouskach
pevnych latek (které mohou byt podle potifeby rozetfeny na prach) se
zkousena latka navlh¢i nejmensim mnozstvim vody (nebo podle potieby
jinym vhodnym vehikulem) dostatecnym k zajisténi dobrého styku s kizi.
Pokud se pouzivaji jina vehikula nez voda, mél by byt potencialni vliv
vehikula na drazdivé Gcinky zkousené latky na kazi pouze minimalni.

Po uplynuti doby expozice, kterd je obvykle 4 h, se odstrani zbytky
zkouSené latky, pokud mozno vodou nebo vhodnym rozpoustédlem, aniz
by doslo k ovlivnéni odezvy nebo celistvosti kuize.

1422 Urovert davek

Na testovaci misto se nanese 0,5 ml kapaliny nebo 0,5 g tuhé latky nebo
pasty.
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1423 Pocatecni zkouSka (zkouska drazdivych/leptavych ucinkii na kiizi in vivo
s pouzitim jednoho pokusného zvirete)

Durazné se doporucuje, aby byla zkouska in vivo provedena nejprve na
jednom pokusném zvireti, zejména pokud existuje podezieni, ze latka ma
potencialni leptavé UCinky. Tento postup je vsouladu se strategii
postupného zkouSeni (viz tabulka 8).

Pokud byla na zaklad¢ analyzy prikaznosti vysledku latka posouzena jako
zirava, neni zadné dalsi zkouSeni na pokusnych zvitatech nutné. U vétSiny
latek, u nichz je podezieni, ze jsou ziravé, nejsou obvykle dalsi zkousky
in vivo nezbytné. AvSak v téch ptipadech, kde je kvili nedostatku dikazi
povazovano za nezbytné zjistit dal§i udaje, mohou byt v omezené mite
provedeny zkousky na pokusnych zvifatech podle tohoto postupu:
pokusnému zviteti se postupné piilozi nejvyse tii testovaci naplasti. Prvni
naplast se odstrani po tfech minutach. Pokud neni pozorovana zéavazna
kozni reakce, odstrani se druha naplast po jedné hodin¢. Pokud
pozorovani v této fazi naznacuji, Ze expozici lze bez poruSeni zasady
humanniho zachéazeni prodlouzit na Ctyfi hodiny, pfilozi se tfeti néaplast,
ktera se po Ctyfech hodinach odstrani, a vyhodnoti se odezva.

Pokud je po nekteré ze tii naslednych expozic pozorovan leptavy ucinek,
zkouska se okamzit€¢ ukonc¢i. Pokud po odstranéni tfeti naplasti neni
leptavy ucinek pozorovan, pokusné zvife se pozoruje podobu 14 dng,
pokud se u né€j poleptani kiize neprojevi diive.

V takovych pripadech, kdy se u zkousené latky nepredpoklada, ze vyvola
leptavé UGcinky, ale mize byt drazdiva, by se méla jednomu pokusnému
zviteti prilozit jedna naplast na Ctyfi hodiny.

1424 Potvrzujici zkouska (zkouska drazdivych ucinkii na kiiZi in vivo s dalSimi
pokusnymi zviraty)

Pokud béhem pocatecni zkousky neni pozorovan leptavy ucinek, méla by
se drazdiva nebo negativni reakce potvrdit na dvou dalSich pokusnych
zvitatech, ukazdého sjednou naplasti s dobou expozice 4 h. Pokud je
behem pocate¢ni zkouSky pozorovan drazdivy ucinek, lze potvrzujici
zkousku provést postupné, nebo exponovanim dvou dalSich pokusnych
zvirat souCasn€. Ve vyjime¢ném piipadé, kdy se pocatecni zkouska
neprovadi, lze dvéma nebo tfem pokusnym zvifatim piilozit jednu
naplast, kterd se po Ctyfech hodinach odstrani. Jestlize se pouziji dvé
pokusna zvifata a uobou se projevi stejna reakce, neni zadné dalsi
zkouSeni nutné. Jinak se zkousi také treti pokusné zvife. Sporné reakce
muZze byt nutné zhodnotit na dalSich pokusnych zvitratech.

1425 Doba pozorovani

Doba pozorovani by meéla byt dostatecné dlouha, aby bylo mozné plné
zhodnotit vratnost pozorovanych uCinki. Zkouska by vsak méla byt
ukoncena kdykoliv v okamziku, kdy pokusné zvife vykazuje pretrvavajici
ptiznaky znacné bolesti nebo utrpeni. Za G¢elem urCeni vratnosti ucink
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by se pokusna zvifata méla pozorovat 14 dni po odstranéni naplasti.
Pokud je vratnost pozorovana pied uplynutim 14 dnd, zkouska by se méla
v tomto okamziku ukonit.

1.42.6 Klinicka pozorovani a hodnoceni reakci kiize

VSechna pokusna zvifata se pozoruji na pfiznaky erytému aedému
a reakce kize se hodnoti po 60 min a dale po 24, 48 a 72 h po odstranéni
naplasti se zkouSenou latkou. V pocatecni zkouSce na jednom pokusném
zvifeti se po odstranéni naplasti okamzité vySetii také testovaci misto.
Kozni reakce se vyhodnoti a zaznamenaji podle stupnice v nize uvedené
tabulce 9. Pokud se objevi poskozeni kiize, které po 72 h nelze oznacit za
drazdivé nebo leptavé GCinky, muze byt nezbytné pozorovani az do
14. dne kvuli stanoveni vratnosti u€inkd. Vedle pozorovani drazdivych
ucinkd by mély byt dikladné popsany a zaznamenany veSkeré mistni
toxické ucinky, jako je odtucnéni kize a jakékoli systémové nezadouci
ucinky (napf. vliv na klinické pfiznaky toxicity a té€lesnou hmotnost). Pro
objasnéni spornych reakci by se mélo uvazit histopatologické vysSetteni.

Hodnoceni reakci kiize je nevyhnutelné subjektivni. S cilem podporovat
harmonizaci hodnoceni reakci kiize a napomahat zkusebnim laboratofim a
tém, kdo provade€ji a interpretuji pozorovani, musi byt zaméstnanci
provadgjici pozorovani odpovidajicim zpusobem kvalifikovani pro praci
s pouzivanym systémem vyhodnocovani (viz nize uvedena tabulka 9).
Jako pomicku Ize pouzit ilustrované pokyny pro hodnoceni drazdivych
¢inkd na kiizi a jinych 16zi".

2 DATA
2.1 PREDKLADANI VYSLEDKU

Vysledky studie se shrnou do tabulky uvedené v zavérecném protokolu
o zkouSce. M¢ly by zpracovéavat vSechny polozky uvedené v ¢asti 3.1.

22 HODNOCENI VYSLEDKU

Stupné drazdivych acinkt na kazi se zhodnoti ve spojeni s povahou a
stupném zavaznosti 1ézi a jejich vratnosti nebo nevratnosti. Jednotlivé
stupné neptedstavuji absolutni méfitko drazdivych vlastnosti latky, nebot
se hodnoti také jiné uCinky zkousSené latky. Jednotlivé stupné€ by spiSe
meély byt povazovany za referencni hodnoty, které je nutno zhodnotit
spole¢né s dal§imi pozorovanimi vyplyvajicimi ze studie.

Pii hodnoceni drazdivych reakci se zohledni vratnost koznich 1ézi. Pokud
do ukonceni c¢trnactidenni doby pozorovani pretrvavaji reakce jako
alopecie (na omezené plosSe), hyperkeratoza, hyperplazie a Supinaténi,
povazuje se zkouSena latka za drazdivou.
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3.1

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

M N r [ v 9,10 r ’ .
V souladu s piislunymi pravnimi predpisy”'” musi byt zpracovan

projekt pokusu a o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.
Zprava o prub&hu pokusu obsahuje tyto informace:

Zdivodnéni zkouSeni in vivo: analyza prukaznosti vysledka ptedchozich
pokust, vCetné vysledka strategie postupného zkouseni:

—  popis relevantnich udaja z pfedchozich zkousek,

— udaje ziskana v kazdé fazi strategie zkouseni,

—  popis provedenych zkouSek in vitro, véetné podrobnych udaja
o postupech a o vysledcich ziskanych se

zkouSenymi/referen¢nimi latkami,

— analyza prikaznosti vysledki odivodiujici provedeni studie
in vivo.

Zkousena latka:

— identifika¢ni udaje (napt. Cislo CAS, zdroj, Cistota, znamé
necistoty, Sarze),

— fyzikélni povaha a fyzikalné-chemické vlastnosti (napf. pH,
tékavost, rozpustnost, stabilita),

— pokud jde osmés, jeji slozeni a relativni podil slozek
vyjadieny v procentech.

Vehikulum:
— identifikace, koncentrace (podle potieby), pouzity objem,
—  zdtvodnéni vybéru vehikula.

Pokusna zvirata:

— pouzity druh/kmen, zdivodnéni pouziti jinych pokusnych
zvifat, neni-li pouzit albin kralika,

—  pocet pokusnych zvifat kazdého pohlavi,

— hmotnosti jednotlivych pokusnych zvifat na zacatku a
v zaveéru zkousky,

—  starfi na zacCatku studie,

—  puavod pokusnych zvitat, podminky chovu, krmivo atd.
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ZkuSebni podminky:
— technika pfipravy oblasti kiize, na niz se nanese naplast,

— podrobné udaje o materialech pouzitych na naplasti a technice
aplikovani naplasti,

— podrobné udaje o ptipravé zkouSené latky, jejim naneseni a
odstranéni.

Vysledky:

— udaje ostupni odezvy na drazdivé nebo leptavé ucinky
u kazdého pokusného zvifete ve vSech okamzicich méfent,

—  popis vSech pozorovanych 1ézi,

— podrobny popis povahy a stupné pozorovanych drazdivych
nebo leptavych Gcinku a piipadné histopatologické nalezy,

—  popis jinych mistnich (napf. odtu¢néni kize) a systémovych
ucinku vedle drazdivych nebo leptavych Gcinkt na kazi.

Diskuse a interpretace vysledku.

Zavery.
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TABULKA 9: HODNOCENI KOZNICH REAKCI

Tvorba erytému a priSkvaru

ZAANY IYEEIML ..o, 0
Velmi slaby erytém (Sotva patrny) .............ccoooiiiiiii oo 1
Zieteln€ viditelny erytém ... 2
MIrny az VyTazny €TYEEIM .........ccoooiiiiiiiiiii e e 3

Tézky erytém (silné zrudnuti) nebo tvorba pfiskvaru znemoziujici posouzeni erytému

........................................................................................................................................ 4
Maximalné mozné: 4

Tvorba edému

ZAANY @AGIN ... 0

Velmi lehky edém (SOtva patrny) ...........c..oooiiiiiii oo 1

Lehky edém (okraje jsou patrné, plocha je ohrani€ena zfetelnym vyvysenim) ............ 2

Mirny edém (okraje vyvysSeny asi 0 1 Mm) ... 3

Vyrazny edém (zdufeni vice nez 1 mm a otok pfesahujici hranice exponované plochy)

Maximalné mozné: 4

Pro objasnéni spornych reakci 1ze provést histopatologické vysetteni.
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Tabulka 8
Strategie postupného zkouseni drazdivych a leptavych a¢inka na kuzi
OBECNE UVAHY

V zajmu spolehlivého védeckého piistupu a dobrého zachazeni s pokusnymi zvitaty je
dulezité vyhybat se zbyte¢nému pouzivani pokusnych zvifat a minimalizovat jakékoli
zkousky, které u pokusnych zvirat pravdépodobné vyvolaji zavazné reakce. Veskeré
informace tykajici se potencialnich leptavych/drazdivych Gc¢inka latky na kazi by se
mély zhodnotit pfed zvazovanim zkouseni in vivo. Muze jiz existovat dostatek dikazi
pro klasifikaci zkou§ené latky podle jejiho potencialu vyvolavat leptavé nebo drazdivé
ucinky na kizi, aniz by bylo nutné provadét zkousky na pokusnych zvifatech. Proto
vyuziti analyzy prukaznosti vysledku a strategie postupného zkouseni snizi potiebu
provadét zkouseni in vivo, zejména pokud latka pravdépodobné vyvola zavazné
reakce.

Doporucuje se, aby se stavajici informace tykajici se drazdivych nebo leptavych
ucinkl latky na kizi zhodnotily pomoci analyzy prikaznosti vysledkd, na jejimz
zaklad€ se rozhodne o tom, zda by se k lepsi charakteristice tohoto potencialu mély
provést dalsi studie jiné nez kozni studie in vivo. Jsou-li nutné dalsi studie, doporucuje
se vyuzit strategie postupného zkousSeni a jeji pomoci ziskat relevantni experimentalni
udaje. U latek, které doposud nebyly zkouSeny, by méla byt strategie postupného
zkouseni vyuzita k ziskani souboru Gdaju, které jsou nezbytné k vyhodnoceni jejich
potencialnich leptavych nebo drazdivych Gcinku. Strategie zkouSeni popsana v této
tabulce 8 byla vypracovana na seminaii OECD™ a pozdé&ji potvrzena a rozpracovana
v Harmonizovaném integrovaném systému klasifikace nebezpeci chemickych latek
pro lidské zdravi a jejich vlivu na Zzivotni prostiedi, ktery schvalilo 28. spolecné
zasedani Vyboru pro chemické latky a Pracovni skupiny pro chemické latky
v listopadu 19987,

Aclkoliv tato strategie postupného zkouSeni neni nedilnou soucasti zkuSebni
metody B.4, vyjadiuje doporucovany postup stanoveni drazdivych/leptavych ucink
na kazi. Tento postup predstavuje nejlepsi prakticky i eticky standard pro zkouSeni
drazdivych/leptavych G¢inka na kazi in vivo. Metoda zkouseni poskytuje pokyny pro
provadeni zkousky in vivo a shrnuje faktory, které by pred zahdjenim takové zkousky
mély byt zvazeny. Tato strategie piedstavuje prfistup posuzovani existujicich udaju
o drazdivych/leptavych ucincich zkousenych latek a odstupniovany piistup k vytvareni
relevantnich udaju o latkach, u kterych je nutné provést dalsi studie, nebo u nichz
zadné studie nebyly doposud provedeny. Doporucuje se také za urcitych okolnosti
provést validované a wuznané zkousky imvifro nebo exvivo na zjisténi
drazdivych/leptavych G¢inki na kazi.

POPIS STRATEGIE VYHODNOCOVANI A ZKOUSENI

Pred zahgjenim zkousek v ramci strategie postupného zkouSeni (tabulka 8
pokraCovani) se vyhodnoti veskeré dostupné informace, aby se mohlo rozhodnout
onutnosti provést zkouSeni imvivo. Ackoliv lze vyznamné informace ziskat
z vyhodnoceni jednotlivych parametri (napf. extrémni hodnota pH), stavajici
informace by se meély vzit v uvahu jako celek. VSechny relevantni udaje o ucincich
doty¢né latky nebo jejich obdob se vyhodnoti na zéklad¢€ rozhodnuti zalozeném na
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prukaznosti vysledki. Mélo by se podat zdivodnéni tohoto rozhodnuti. Hlavni duraz
by se m¢l klast na jiz existujici udaje o uCincich latky na ¢loveéka a zvitata a dale na
vysledky zkouSeni in vitro nebo ex vivo. Studie ziravych latek in vivo by se mély
provadét co nejméne. Mezi faktory uvedené ve strategii zkouseni patfi:

Hodnocent existujicich udajii o ucincich latky na clovéka a zvirata (krok 1). Nejprve
je nutné vzit v ivahu existujici tdaje o u€incich na ¢loveka, napft. klinické studie nebo
studie nemoci z povolani, zaznamy subjektd hodnoceni nebo udaje o zkouskach na
pokusnych zvitatech, napf. zjednorazovych nebo opakovanych studii dermalni
toxicity, protoze z té€chto udaju 1ze ziskat informace pfimo se vztahujici k G¢inkiim na
ktzi. Latky, jejichz drazdivé nebo leptavé Gcinky jsou znamy, a latky, o nichz existuji
jednoznacné dukazy, ze leptavé nebo drazdivé ucinky nemaji, neni nutné zkouset ve
studiich in vivo.

Analyza vztahit mezi strukturou a biologickou aktivitou (SAR) (krok 2). Vezmou se
v uvahu vysledky zkousek strukturné pribuznych latek, jsou-li k dispozici. Pokud jsou
k dispozici dostatecné udaje o ucincich strukturné piibuznych latek nebo jejich smeési
na ¢lovéka nebo pokusné zvitata naznacujici, ze maji potencial leptavych/drazdivych
ucinky, lze predpokladat, ze hodnocena zkouSena latka vyvola stejné reakce.
V takovych pfipadech neni nutné tuto latku zkouset. Negativni udaje ziskané ze studii
strukturné piibuznych latek nebo jejich smési nezakladaji podle strategie postupného
zkouSeni dostateCny dukaz o neexistenci leptavych/drazdivych aCinkd latky. Ke
stanoveni potencialnich leptavych a drazdivych G¢inka na kazi by mély byt pouzity
validované a uznané postupy vychazejici z analyzy SAR.

Fyzikalné-chemické viastnosti a chemicka reaktivita (krok 3). Latky vykazujici
extrémni hodnoty pH jako <2,0 a > 11,5 mohou mit silné mistni U¢inky. Pokud se
leptavé Gcinky latky na kUzi stanovi na zéklade extrémnich hodnot pH, Ize také vzit
v uvahu kyselou/alkalickou rezervu (pufratni kapacitu)’™®. Pokud Ize podle pufragni
kapacity soudit, ze latka mozna nema leptavé uCinky na kuzi, musi tento predpoklad
potvrdit dalsi zkousky, pokud mozno s vyuzitim validované a uznané zkousky in vitro
nebo ex vivo (viz kroky 5 a 6).

Dermdlni toxicita (krok 4). Pokud se ukaze, ze chemicka latka je pifi podani dermalni
cestou vysoce toxicka, nemusi byt studie drazdivych/leptavych G¢inku na kazi in vivo,
nebot mnozstvi zkousené latky, které se obvykle nanasi, by mohlo pfesahnout vysoce
toxickou davku a mit za néasledek uhynuti nebo zdvazné utrpeni pokusnych zvirat.
Navic pokud byly studie dermalni toxicity vyuzivajici albiny kralika jiz provedeny do
limitni urovné davky 2 000 mg/kg télesné hmotnosti nebo vyssi a nebyly zjiStény
zadné drazdivé nebo leptavé UcCinky, nemusi byt dalsi zkousky drazdivych/leptavych
uCinkd na kazi nezbytné. Pfi hodnoceni akutni dermalni toxicity v pfedchozich
studiich je nutné mit na paméti né€kolik aspekti. Napf. zaznamenané informace
o dermalnich lézich nemusi byt uplné. ZkousSeni a pozorovani mohlo byt provadéno
na jinych druzich nez kralik a citlivost reakci jednotlivych druhi se mize do znacné
miry liSit. Také forma zkouSené latky, ktera byla pokusnym zvifatim podavana,
nemusela byt vhodna pro hodnoceni drazdivych/leptavych u¢inkd na kuzi
(napt. fedéni latek urCenych ke zkouSeni dermalni toxicity)’™. Avsak v takovych
piipadech, kdy byly na kralicich provedeny dobfe navrzené a realizované studie
dermalni toxicity, 1ze negativni nalezy povazovat za dostate¢né dukazy, ze latka neni
Zirava nebo drazdiva.
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Vysledky ze zkouSek in vitro nebo ex vivo (kroky 5 a 6). Latky, které vykazovaly
leptavé nebo vyrazné drazdivé ulinky ve validované a uznané zkouSce in vifro nebo
ex vivo'™, jejimz cilem bylo hodnoceni specifickych uginkd, neni nutné zkouset na
pokusnych zvitatech. Lze predpokladat, ze takové latky vyvolaji ve zkousce in vivo
podobné zavazné ucinky.

ZkouSka invivo na krdlicich (kroky 7 a 8). Pokud je k provedeni zkouSeni in vivo
nutné rozhodnuti zalozené na prikaznosti vysledku, mélo by toto zkouSeni zacinat
s poCatecni zkouskou na jednom pokusném zvifeti. Pokud vysledky této zkousky
naznacuji, ze latka ma leptavé GCinky na kazi, nemélo by se dalsi zkouSeni provadeét.
Pokud béhem pocatecni zkousky neni pozorovan leptavy ucinek, méla by se drazdiva
nebo negativni reakce potvrdit maximaln€ na dvou dalSich pokusnych zvifatech po
dobu expozice 4 h. Pokud je béhem pocatecni zkousky pozorovan drazdivy ucinek,
1ze potvrzyjici zkousku provést postupné, nebo exponovanim dvou dalSich pokusnych
zvirat soucasne.
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Tabulka 8 pokracovani

STRATEGIE ZKOUSENI A HODNOCENI DRAZDIVYCH/LEPTAVYCH

UCINKU NA KUZI
Aktivita Nalez Zavér
1 | Existujici udaje o u€incich latky na | Zirava Dominantni ukazatel;
kuzi nebo sliznice u ¢lovéka nebo u povazovana za ziravou. Neni
pokusnych zvitat nutné zkouset.
Drazdiva Dominantni ukazatel;
povazovana za drazdivou.
Neni nutné zkouset.
Nezirava/nedrazdiva Dominantni ukazatel;
povazovana za neziravou nebo
nedrazdivou. Neni  nutné
zkouset.
Nejsou k dispozici Zadné informace,
nebo informace nejsou presvedcivé
2 | Provedte hodnoceni | Predpoklad zavazného Povazovana za Zziravou. Neni
leptavych/drazdivych 0¢ink na | poskozeni kize nutné zkouset.

kazi podle analyzy SAR

Predpoklad drazdivych Povazovana za drazdivou.

uéinka na kuzi Neni nutné zkousSet.
S
Nelze stanovit zZadné predpoklady,
nebo jsou predpoklady
nepresvédcivé nebo negativni
\?
3 | Zméite pH (s ohledem na pufracni | pH < 2 nebo > 11,5 Predpokladané leptavé cinky.
kapacitu, pokud je vyznamna) (s vysokou  pufraéni Neni nutné zkouset.
kapacitou, pokud je
vyznamna)
\’
2< pH < 11,5, nebo pH <2,0 nebo
=115

s nizkou nebo Zddnou pufracni
kapacitou, pokud je to relevantni

\



Castka 157

Sbirka zikont &. 449 / 2005

Strana 8227

Vyhodnotte udaje o systémové
toxicité dermalni cestou’

Takové informace nejsou
k dispozici, nebo nejsou
presveédciveé

Proved'te validovanou a uznanou
zkousku leptavych G¢inkd na kazi
in vitro nebo ex vivo

Latka nent Zirava

\

Provedte validovanou a uznanou
zkousku drazdivych ucinkl na k0zi
in vitro nebo ex vivo

\

Validované — metody  zkouSeni
drazdivych ucinkii na kizi in vitro
nebo ex vivo jesté nejsou k dispozici
nebo ldtka neni drazdiva

Provedte pocateCni zkousku na
kralicich invivo na jednom
pokusném zviteti

Zadné zdavazné poskozeni

Proved’te potvrzyjici zkousku na
jednom nebo dvou pokusnych
zvitatech

' Lze zvazit kroky 2 a 3.%.

Vysoce toxicka

Nezirava nebo
nedrazdiva pii
zkouskach na kralicich
do limitni davky
2000 mg/kg  télesné

hmotnosti nebo vyssi

Leptavé ulinky

Drazdivé u€inky

Zavazné
kuze

poskozeni

Zirava nebo drazdiva

Nezirava nebo

nedrazdiva

Neni tfeba zadné  dalsi

zkouSeni.

Predpokladany neziravy nebo

nedrazdivy charakter latky.
Neni tfeba zadné  dalsi
zkouseni.

Predpokladana ziravost

in vivo. Neni tifeba zadné dalsi
zkouSeni.

Predpokladana drazdivost
in vivo. Neni tfeba zadné dalsi
zkousSeni.

Povazovana za ziravou. Neni
tieba zadné dalsi zkouSeni.

Povazovana za ziravou nebo
drazdivou. Neni tfeba zadné
dalsi zkouSeni.

PovaZovana za neziravou nebo
nedrazdivou. Neni tfeba zadné
dals$i zkousSeni.
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8. V piiloze & 2 metoda B.5 OCNI DRAZDI-

VOST zni:
,B.5 AKUTNI TOXICITA: DRAZDIVE A LEPTAVE UCINKY
NA OCI
1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoletenstvi’®.
1.1 UVOD

Pti pripraveé této aktualizované metody byla zvlastni pozornost vénovana
moznym zlepSenim, jichz lze dosahnout vyhodnocovanim veSkerych
existujicich informaci o zkousSené latce s cilem vyhnout se nadbyte¢nym
zkouskam na pokusnych zviratech a brat tak ohled na dobré zachazeni s
pokusnymi zvifaty. Soucasti této metody je doporuCeni, aby pied
provedenim popsané zkousky akutnich dréidivjrch/leptav;'/ch ucinkd na
ofi invivo byla vypracovana analyza prikaznosti’” stavajicich
relevantnich tidaji. Pokud jsou k dispozici nedostatecné udaje, doporucuje
se je ziskat pomoci metody postupného zkouseni’™. Strategie zkouseni
zahrnuje provedeni validovanych a schvélenych zkousek invifro a je
popsana v tabulce 10 k této metod€ zkouSeni. Navic se pred zvazovanim
o¢niho testu in vivo doporucuje provést zkousku drazdivych/leptavych
uCinkd na kuzi in vivo, na jejimz zakladé se predpovi mozné leptavé
ucinky na oci.

V zajmu spolehlivého védeckého pristupu a rovnéz dobrého zachéazeni s
pokusnymi zvifaty by se ke zkouskam in vivo nemélo pfistupovat, dokud
nebyly  vSechny dostupné tudaje vyznamné pro potencialni
leptavé/drazdivé ucinky latky na o€i vyhodnoceny na zakladé analyzy
prukaznosti vysledkii. Takové udaje budou zahrnovat dukazy ze
stavajicich studii na lidech nebo pokusnych zvifatech, dikazy
leptavych/drazdivych ucinkt jedné nebo vice strukturné piibuznych latek
nebo smési téchto latek, udaje dokladajici vysokou kyselost nebo
zasaditost latky’® a vysledky validovanych a uznanych zkousek leptavych
a drazdivych uginka na ki in vitro nebo ex vivo'™. Tyto studie mohly byt
vypracovany pied analyzou prukaznosti vysledkt nebo na zaklad€ zjisténi
této analyzy.

U nékterych latek muaze takova analyza naznaCovat nutnost provedeni
studii potencialnich leptavych/drazdivych G¢inka latky na oci in vivo. Ve
vsech takovych pripadech se pred zvazenim pouziti o¢ni zkousky in vivo
nejprve provede studie ucinku latky na kuzi invivo a zhodnoti se
vsouladu smetodou zkouSeni B.4’. Pouiti analyzy priikaznosti
vysledkii a strategie postupného zkouSeni by mélo omezit potiebu
zkouseni leptavych/drazdivych Gcink( na oci téch latek, u nichz tyto
ucinky byly jiz dostatecn€ dolozeny v jinych studiich. Pokud pomoci
strategie postupného zkouSeni nelze o moznosti leptavych nebo
drazdivych G¢inka na o¢i rozhodnout ani po provedeni studie leptavych a
drazdivych  uCinki na kOzi invivo, lze provést zkousku
leptavych/drazdivych a¢inkt na o€i in vivo.
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Uprednostiiovana strategie postupného zkouseni, jejiz soucasti je
provedeni validovanych zkousek leptavych/drazdivych ucinka in vitro
nebo ex vivo, je uvedena v tabulce 10 ktéto metod¢ zkouSeni. Tato
strategie byla vypracovana na seminafi OECD™, jeho ugastniky
jednohlasné doporuCena a prijata jako doporuCena strategie zkousSeni
v globaln€¢ harmonizovaném systému klasifikace chemickych latek
(GHS)™. Doporuuje se, aby se podle této strategie zkouseni postupovalo
pred provadénim zkousek in vivo. U novych latek se doporucuje metoda
zkousSeni po krocich, diky niz 1ze dosahnout védecky spolehlivych udaji o
leptavych/drazdivych ucincich latky. U existujicich latek, o jejichz
leptavych/drazdivych ucincich na kizi a o¢i neni k dispozici dostatek
udaja, by se méla tato strategie vyuzit pro doplnéni chybéjicich informaci.
Pouziti jiné strategie nebo postupu zkouSeni nebo rozhodnuti nepouzit
metodu po krocich musi byt odivodnéno.

12 DEFINICE

Drazdivé acinky na odi: vyvolani zmén v oku po aplikaci zkouSené latky
na piedni povrch oka. Tyto zmény jsou plné vratné do 21 dnil po aplikaci.

Leptavé ucinky na oci: vyvolani poSkozeni o¢ni tkané nebo zavazné
tyzické zhorSeni vidéni po aplikaci zkouSené latky na pfedni povrch oka.
Toto poskozeni neni plné vratné do 21 dna po aplikaci.

13 PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Latka, kterd mé byt zkouSena, se nanese vjedné davce na jedno oko
pokusného zvifete, pifiCemz neexponované oko slouzi jako kontrola.
V urditych intervalech se na zékladé urCeni 1ézi spojivky, rohovky a
duhovky vyhodnoti stupeni drazdivych/leptavych ucinkd na oci. Popisi se
také jiné ucinky na oko a nezadouci systémové ucinky, aby bylo mozno
provést uplné posouzeni ucinki. Doba studie by méla byt dostate¢né
dlouhd, aby bylo mozné zhodnotit vratnost nebo nevratnost u¢inku.

Pokusna zvirata, ktera v jakékoli fazi zkousky vykazuji pretrvavajici
pfiznaky zna¢ného utrpeni nebo bolesti, se humanné utrati a latka se
odpovidajicim zpusobem vyhodnoti. Kritéria rozhodovani o utraceni

rosr o r . Y o . I I . v 7
umirajicich a zavazné trpicich pokusnych zvifat lze nalézt v literature’™.

1.4 POPIS ZKUSEBNI METODY
14.1 Priprava na zkou$ku in vivo
14.1.1 Vybér zZivocisnych druhii

Upftednostiiovanym pokusnym zvifetem je albin kralika a pouzivaji se
zdrava mlada dospé€la pokusna zvifata. Pfi pouziti jinych kmend nebo
druhti by se mélo podat zdGvodnéni.
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1412 Priprava pokusnych zvirat

Pokusna zvifata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a staii v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznalena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlastniho pravniho piedpisu'”. 24 h pied zkouskou se
u kazdého z predbézn€ vybranych pokusnych zvifat provede vysetieni
obou oc€i. Pokusna zvitata, u kterych se zjisti podrazdéni oci, ocni defekt
nebo poskozeni rohovky, se nepouziji.

1413 Podminky chovu a krmeni

Pokusna zvirata by méla byt chovana samostatné. Teplota v mistnosti pro
pokusna zvifata by méla u kraliku ¢init (20 £ 3) °C. Ackoliv by relativni
vlhkost méla €init miniméln€¢ 30 % a pokud mozno nepiesdhnout 70 %
b&hem uklidu mistnosti, cilem by meéla byt hodnota 50 — 60 %. Osvétleni
by meélo byt umélé, mélo by se stiidat 12 h svétla a 12 h tmy, neni-li
v chovné mistnosti denni svétlo. Ke krmeni lze pouzit obvyklé krmivo
urCené pro pokusnd zvifata od registrovaného vyrobce sneomezenou
dodavkou pitné vody. Pokusna zvifata mohou byt chovana v klecich ve
skupinach v souladu s pfislusnym pravnim piedpisem'®, pokud neni
stanoveno projektem pokust jinak, ale pocet pokusnych zvifat v kleci
nesmi branit neruSenému pozorovani kazdého pokusného zvirete.

142 Postup zkousky
1421 Aplikace zkouSené Idtky

Zkousena latka se aplikuje kazdému pokusnému zvifeti do spojivkového
vaku jednoho oka tak, ze se spodni vicko lehce odchlipne od o¢ni bulvy.
Vicka se pak asi na jednu sekundu lehce pfidrzi u sebe, aby nedoslo ke
ztraté latky. Druhé oko, do kterého se latka neaplikuje, slouzi jako
kontrola.

1422 Vyplach

Oci pokusnych zvitat se do 24 h po instilaci zkousené latky nevyplachuji,
s vyjimkou pevnych latek (viz Cast 1.4.2.3.2) a v piipadé¢ okamzitych
leptavych nebo drazdivych Gcinkid. Pouziti satelitni skupiny pokusnych
zvitat k vySetfeni vlivu vyplachu o¢i se nedoporucuje, pokud to neni
veédecky oduvodnéno. Je-li satelitni skupina nezbytna, pouziji se dva
kralici. Podminky vyplachu se podrobné€ zdokumentuji, napt. doba
vyplachu, slozeni a teplota promyvaciho roztoku, trvani, objem a rychlost
aplikace.

1423 Uroveri davek
14231 ZkouSent kapalin

Pii zkousSeni kapalin se pouzije davka 0,1 ml. K instilaci latky pfimo do
oka by se nemély pouzivat aerosolové rozstiikovace s Cerpadlem. Pred
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instilaci 0,1 ml do oka by se meéla tekutina z rozstfikovace vypudit a
shromazdit do nadobky.

14232 ZkouSent pevnych ldtek

Pii zkouSeni pevnych latek, past a zrnitych latek se pouzije objem 0,1 ml
nebo hmotnost nejvyse 100 mg. Zkousena latka se rozemele na jemny
prasek. Objem pevného materialu se stanovi az po opatrném zhutnéni,
napf. poklepanim odmeérnou nadobkou. Pokud se pevna zkouSend latka
z oka pokusného zvifete neodstranila pomoci fyziologickych mechanismi
do doby prvniho pozorovani po 1h po aplikaci, 1ze oko vyplachnout
fyziologickym roztokem nebo destilovanou vodou.

14233 ZkousSeni aerosoli

Pred instilaci latek do oka se doporucuje zachytit latky obsazené
v rozstiikovacich nebo aerosolech do nadobky. Jedinou vyjimkou jsou
latky obsazené v aerosolové nadobce pod tlakem, které z divodu
odparovani zachytit nelze. V takovych ptipadech se oko podrzi oteviené a
latka se do oka aplikuje vstiiknutim trvajicim jednu sekundu ze
vzdalenosti 10 cm pfimo pred okem. Vzdalenost se muze podle tlaku
v rozpraSovaci a jeho obsahu lisit. Je tfeba dbat na to, aby nedoslo
k poskozeni oka tlakem z rozprasovace. V piislusnych piipadech muze byt
nutné vyhodnotit potencial , mechanického™ poskozeni oka v disledku
rozpraSovaciho tlaku.

Davku aerosolu l1ze odhadnout na zaklade této simulované zkousky: latka
se nastiika na odvazovaci papir skrz otvor o velikosti kraliciho oka,
pfiCemz tento otvor se nachazi bezprostfedné pred papirem. Na zaklade
zvySeni hmotnosti papiru se odhadne mnozstvi latky, kterd se vstiitkne do
oka. U t€kavych latek 1ze davku odhadnout pomoci zvazeni odbérové
nadobky pred odstranénim zkouSené latky a po jejim odstranéni.

1424 Pocatecni zkouska (zkouska drazdivych/leptavych ucinku na oci in vivo
na jednom pokusném zvireti)

Jak je uvedeno ve strategii postupného zkouseni (viz tabulka 10), dirazné
se doporucuje, aby byla zkouska in vivo provedena nejprve na jednom
pokusném zviteti.

Pokud vysledky této zkousky naznacuji, ze latka ma leptavé nebo vysoce
drazdivé ucCinky na o€i pii pouziti popsané¢ho postupu, dalsi zkouSeni
drazdivych ucinkl na oci se neprovede.

1425 Lokadlni anestetika

V jednotlivych ptipadech lze pouzit lokéalni anestetika. Pokud analyza
prukaznosti vysledk naznaCuje, ze latka muze zpusobit bolest, nebo
pokud pocatecni zkousky ukazuji, ze se objevi bolestiva reakce, lze pred
instilaci zkouSené latky pouzit lokalni anestetika. Typ, koncentraci a
davku lokalniho anestetika je tfeba pe€livé zvolit, aby bylo zaji§téno, ze
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v dusledku jeho pouziti nedojde k odlisSnym reakcim na zkouSenou latku.
Podobné¢ se musi znecitlivit i kontrolni oko.

1426 Potvrzujici zkouSka (zkousSka drazdivych ucinkii na oci in vivo na dalSich
pokusnych zviratech)

Pokud béhem pocatecni zkousky neni pozorovén leptavy ucinek, mela by
se drazdiva nebo negativni reakce potvrdit na maximalné dalSich dvou
pokusnych zvifatech. Pokud je béhem pocatecni zkousky pozorovan
znalny leptavy ulinek, ktery naznaCuje mozny silny (nevratny) ucinek
v potvrzujici zkousce, doporucuje se provést potvrzujici zkousku metodou
postupného zkousSeni na jednom pokusném zvifeti spiSe nez exponovanim
dalsich dvou pokusnych zvifat soucasné. Pokud se u druhého pokusného
zvitete projevi leptavé nebo vysoce drazdivé ulinky, ve zkousSce se
nepokracuje. K potvrzeni slabych nebo mirnych drazdivych reakci muze
byt nutné pouzit dalsi pokusna zvirata.

1.4.2.7 Doba pozorovani

Doba pozorovani by méla byt dostatecné dlouhd, aby bylo mozné plné
zhodnotit miru a vratnost pozorovanych u¢inkt. Zkouska by vSak méla
byt ukonlena kdykoliv v okamziku, kdy pokusné =zvife vykazuje
pietrvavajici piiznaky znatné bolesti nebo utrpeni’. Za u&elem urdeni
vratnosti u¢inku by se pokusna zvifata méla obvykle pozorovat 21 dna po
podani zkouSené latky. Pokud je vratnost pozorovana pied uplynutim

21 dnq, zkouska by se méla v tomto okamziku ukoncit.
14271 Klinickd pozorovani a hodnoceni ocnich reakci

Oc¢i se vySetii po 1, 24, 48 a 72 h po podani zkousené latky. Jakmile se
ziskaji konecné informace, nemélo by zkouSeni na pokusnych zvitatech
probihat déle, nez je nezbytné. Pokusna zvifata se znamkami
pretrvavajicich prudkych bolesti nebo utrpeni se neprodlené humanné
utrati a latka se odpovidajicim zpisobem vyhodnoti. Humanné se utrati ta
pokusnd zvifata, u nichz doslo po instilaci k témto o€nim 1ézim: perforace
rohovky nebo vyrazné zviedovaténi rohovky vcetné stafylomu; krev
v predni komofte oni; zakal rohovky stupné 4 ptetrvavajici 48 h; absence
reakce na osvit (reakce duhovky stupné 2) pretrvavajici 72 h; zviedovaténi
spojivkové membrany; nekréza spojivek nebo slzné zlazy; nebo
odlupovani nekrotické hmoty. Tento postup je dan nevratnosti takovych
1ézi.

Pokusna zvirata, u nichz ofni 1éze nevzniknou, nelze utratit diive nez
3 dny po instilaci. Pokusnd zvifata s mirnymi az stfednimi lézemi se
pozoruji, dokud léze nevymizi, nebo po 21 dnu, po jejichz uplynuti se
studie ukon¢i. Po 7, 14 a 21 dnech se provadi pozorovani, aby se urcil stav
1ézi a jejich vratnost nebo nevratnost.

Stupeni reakce oka (spojivek, rohovky a duhovky) je tfeba zaznamenat pfi
kazdém vySetfeni (tabulka 11). Uvedou se také jakékoli jiné oni léze
(napf. panus, zbarveni) nebo nezadouci systémové ucinky.
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Vysetfovani reakci lze wusnadnit pouzitim binokularni lupy, rucni
Sté€rbinové lampy, o€niho mikroskopu nebo jinych vhodnych zatfizeni. Po
zaznamenani pozorovani po 24 h mohou byt o¢i pokusnych zvifat dale
vySetfeny fluoresceinem.

Hodnoceni o¢nich reakci je nevyhnuteln€ subjektivni. S cilem podporovat
harmonizaci hodnoceni o¢nich reakci a napomahat zkuSebnim laboratotim
a tetm, kdo provade¢ji a interpretuji pozorovani, musi byt zaméstnanci
provadgjici pozorovani odpovidajicim zptsobem kvalifikovani pro praci
s pouzivanym systémem vyhodnocovani.

2 DATA
2.1 HODNOCENI VYSLEDKU

Stupné drazdivych acinkti na o€i se zhodnoti ve spojeni s povahou a
stupném zavaznosti 1ézi a jejich vratnosti nebo nevratnosti. Jednotlivé
stupné neptedstavuji absolutni méritko drazdivych vlastnosti latky, nebot
se hodnoti také jiné ulinky zkouSené latky. Jednotlivé stupné by spiSe
mely byt povazovany za referencni hodnoty, které jsou smysluplné, pouze
pokud se opiraji o Gplny popis a hodnoceni veskerych pozorovani.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

V souladu s piislusnymi pravnimi predpisy”'” musi byt zpracovan

projekt pokusu a o prabéhu pokusu je nutno vést protokol.
3.1 Zprava o prabéhu pokusu obsahuje nasledujici informace.

zdivodnéni zkouseni in vivo: analyza prukaznosti vysledkl pfedchozich
pokust, veetné vysledka strategie postupného zkouseni:

— popis relevantnich udaji z predchozich zkousek,

— udaje ziskané v kazdém kroku strategie zkouseni,

— popis provedenych zkousek in vifro, vcetné podrobnych
udaji o postupech a o vysledcich ziskanych se

zkouSenymi/referennimi latkami,

— popis provedené studie drazdivych/leptavych ucCinkd na
kazi in vivo, vEetné ziskanych vysledku,

— analyza prukaznosti vysledki oduvodnujici provedeni
studie in vivo.

Zkousena latka:

— identifika¢ni udaje (napt. Cislo CAS, zdroj, Cistota, znamé
necistoty, Sarze),
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— fyzikéalni povaha a fyzikélné-chemické vlastnosti (napf.
hodnota pH, tékavost, rozpustnost, stabilita, reaktivita
s vodou),

— v piipad€¢ smesi jeji slozeni a relativni podil slozek
vyjadieny v procentech,

— je-li pouzito lokalni anestetikum, jeho identifikace, Cistota,
typ, davka a potencialni interakce se zkouSenou latkou.

Vehikulum:

— identifikace, koncentrace (podle potieby), pouzity objem,
— zdtvodnéni vybéru vehikula.

Pokusné zvifata:

— pouzity druh/kmen, zdivodnéni pouziti jinych pokusnych
zvitat, neni-li pouzit albin krélika,

— stafi kazdého pokusného zvitete na zacatku studie,

— pocet pokusnych zvifat kazdého pohlavi ve zkuSebnich
a kontrolnich skupinach (je-li to nutné),

— hmotnosti jednotlivych pokusnych zvifat na zacatku a na
konci zkousky,

— pavod, podminky chovu, krmivo atd.
Vysledky:

— popis metody vyhodnoceni drazdivosti pii  kazdém
pozorovani (napf. rucni $térbinova lampa, biomikroskop,
fluorescein),

— udaje ve forme tabulky o reakcich na drazdivé nebo leptavé
ucinky u jednotlivych pokusnych zvifat pii kazdém
pozorovani az do vyjmuti kazdého pokusného zvitete ze
zkousky,

— podrobny popis stupné a charakteru pozorovanych
drazdivych nebo leptavych u¢inkd,

— popis vSech dalSich pozorovanych ofnich 1ézi (napf.
vaskularizace, tvorba panu, srust sousednich tkani,
zbarveni),

— popis mistnich a systémovych nepfiznivych G¢inkii mimo
oCi a pripadné histopatologické nalezy.
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Diskuse a interpretace vysledki.

Extrapolace vysledka studii drazdivych Gc¢inkd na o¢i pokusnych
zvifat na Cloveka je platnd jen v omezené mife. Albinoticky kralik je
ve veétsin€ piipadu na drazdivé a ziravé latky pro o€i citlivejsi nez
clovek.

Je tieba dbat na to, aby byla pii interpretaci tdaju vylouCena
drézdivost pramenici ze sekundarni infekce.

Zavery.

TABULKA 11: STUPNICE OCNICH LEZI
Rohovka

Zakal: stupen hustoty (vySetii se nejvice zakalené oblasti)*
Zadné zviedovatdni ani ZKal ..o, 0

Rozptylené nebo difuzni oblasti zakalu (jiné nez slabé zastieni normalniho lesku),

detaily duhovky jasné viditelné ... 1
Snadno identifikovatelna prithledna oblast, detaily duhovky lehce zastiené ............... 2
Pritomnost zony opalescence, detaily duhovky nejsou viditelné, velikost zornice stézi
TOZEZNATEINA ..o 3
Uplna neprhlednost rohovky, duhovka je zcela neviditelna ..............cccoccocovevveri... 4

Maximaln¢é mozné: 4
* Zaznamena se oblast zakalu rohovky.
Duhovka

Vyrazn€ prohloubené fasy, mestnani, otoky, stfedni ptekrveni kolem rohovky,
nebo prekrveni pii zanétu, rohovka reaguje na svétlo (zpozdénd reakce je povazovana za

Maximalné mozné: 2
Spojivky

Zcervenani (podle nejzavaznéj$i zmeény pozorované na vickové nebo bulbarni
spojivce, krome rohovky a duhovky)

INOTMAIND ... 0
Nekteré krevni cévy hyperemickée (prekrvené) ... 1
Diftzni, ruda barva, jednotlivé cévy nesnadno rozeznatelné ................................ 2
Diftzni temn€ ruda barva ... 3

Maximalné mozné: 3
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Otoky (chemosis)

(tyké se vicek nebo slznych zlaz)

INOTAINT ... 0
Slabe abnormalni otok ... 1
Patrny otok, s ¢asteCnym obracenim vicek ... 2
Otok zpusobujici uzavieni vi¢ek zhruba na polovinu ... 3
Otok zpusobujici uzavieni vi¢ek vice nez na polovinu ... 4

Maximalné mozné: 4

Tabulka 10
Strategie postupného zkouseni drazdivych a leptavych uéinki na odi
OBECNE UVAHY

V zajmu spolehlivého védeckého pfistupu a dobrého zachazeni s pokusnymi zvitaty je
dulezité vyhybat zbyte¢nému pouzivani pokusnych zvifat a minimalizovat jakékoli
zkousky, které u pokusnych zvifat pravdépodobné vyvolaji zavazné reakce. VeSkeré
informace tykajici se potencialnich leptavych/drazdivych a¢inku latky na oci by se
mély zhodnotit pfed zvazovanim zkouseni in vivo. MUze jiz existovat dostatek dikaza
pro klasifikaci zkousené latky podle jejiho potencialu drazdivych nebo leptavych
ucinkd na oc€i, aniz by bylo nutné provadét zkousky na pokusnych zvifatech. Proto
vyuziti analyzy prukaznosti vysledkt a strategie postupného zkouseni snizi potiebu
provadet zkouSeni in vivo, zejména pokud latka pravdépodobne vyvola zavazné
reakce.

Doporucuje se, aby se stavajici informace tykajici se drazdivych a leptavych ucinka
latky na o¢i zhodnotily pomoci analyzy prukaznosti vysledkt, na jejimz zakladé se
rozhodne o tom, zda by se k lep§i charakteristice tohoto potencialu mély provést dalsi
studie jiné nez o¢ni studie in vivo. Jsou-li nutné dalsi studie, doporucuje se vyuzit
strategie postupného zkouSeni a jejim prostiednictvim ziskat relevantni
experimentalni udaje. U latek, které doposud nebyly zkouSeny, by se méla strategie
postupného zkouseni vyuzit k ziskani adaju, které jsou nezbytné k vyhodnoceni jejich
leptavych nebo drazdivych GCinka na o€i. Strategie zkousSeni popsana v této tabulce
10 byla vypracovana na seminaii OECD’™. Nasledng byla tato strategie potvrzena a
rozpracovana v Harmonizovaném integrovaném systému klasifikace nebezpeci
chemickych latek pro lidské zdravi a jejich vlivu na zivotni prostiedi, ktery schvalilo
28. spole¢né zasedani Vyboru pro chemické latky a Pracovni skupiny pro chemické

latky v listopadu 19987,
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Aclkoliv tato strategie postupného zkouSeni neni nedilnou soucasti zkuSebni
metody B.5, vyjadiuje doporuCovany postup stanoveni drazdivych/leptavych ucinka
na o¢i. Tento postup predstavuje nejlepsi prakticky i eticky standard pro zkouSeni
drazdivych/leptavych Gc¢inkt na oci in vivo. Metoda zkouSeni poskytuje pokyny pro
provadeéni zkousky in vivo a shrnuje faktory, kterym je nutno pfed zvazovanim takové
zkousky vénovat pozornost. Strategie postupného zkouSeni predstavuje pfistup
posuzovani existujicich udaju o drazdivych a leptavych ucincich latek na oci a
odstupriovany pfistup k ziskavani relevantnich udaju o latkach, u kterych je nutné
provést dalsi studie, nebo u nichz zadné studie nebyly doposud provedeny. Soucasti
této strategie je provedeni nejprve validovanych a uznanych zkousek in vifro nebo
ex vivo a poté za urcitych okolnosti provedeni studii drazdivych/leptavych G¢inkt na
ki metodou zkougeni B.4".

POPIS STRATEGIE ZKOUSENI PO KROCICH

Pred zahgjenim zkouSek vramci strategie postupného zkouseni (tabulka 10
pokraCovani) se vyhodnoti veskeré dostupné informace, aby se mohlo rozhodnout o
nutnosti provést zkouSeni imvivo. Ackoliv lze vyznamné informace ziskat
z vyhodnoceni jednotlivych parametri (napf. extrémni hodnota pH), stavajici
informace by se mely hodnotit jako celek. VSechny relevantni udaje o ulincich
zkouSené latky a jejich strukturnich obdob se vyhodnoti na zéklad€ rozhodnuti
zalozeném na prukaznosti vysledkd. Mélo by se podat zdivodnéni tohoto rozhodnuti.
Hlavni duraz by se mél klast na jiz existyjici Gdaje o ucincich latky na Clovéka a
zvitata a dale na vysledky zkouSeni in vifro nebo ex vivo. Studie ziravych latek in vivo
by se mely provadét co nejméne. Mezi faktory uvedené ve strategii zkouSeni patfi:

Hodnoceni existujicich udajii o ucincich latky na clovéka a zvirata (krok 1). Nejprve
je nutné vzit v ivahu existujici udaje o G€incich na ¢loveéka, napt. klinické studie nebo
studie nemoci z povolani, zdznamy subjekti hodnoceni nebo udaje o zkouskach na
pokusnych zvifatech ziskana z o¢nich studii, protoze z t€chto dat Ize ziskat informace
pfimo se vztahujici k GCinkiim na oc€i. Poté se zhodnoti dostupné udaje ze studii na
lidech nebo na pokusnych zvifatech zabyvajicich se leptavymi/drazdivymi G¢inky na
ktzi. Latky, jejichz leptavé nebo vysoce drazdivé Gcinky na o€i jsou znamy, se do oci
pokusnych zvifat neaplikuji. To plati rovn€z pro latky vykazujici leptavé nebo
drazdivé uCinky na kuzi; takové latky se povazuji za latky sleptavymi nebo
drazdivymi uc€inky rovné€z na oci. Latky, o nichz byly v pfedchozich oénich studiich
ziskany dostateCné dikazy, Ze jsou neziravé a nedrazdivé, se v o¢nich studiich in vivo
také nezkouseji.

Analyza vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou (SAR) (krok 2). Vezmou se
vuvahu vysledky zkouSek strukturné piibuznych chemickych latek, jsou-li
k dispozici. Pokud jsou k dispozici dostate¢né tidaje o Gcincich strukturné pribuznych
latek nebo jejich smési na Cloveéka nebo zvifata naznacujici, ze maji potencial
leptavych/drazdivych G¢inkt na o¢i, 1ze predpokladat, ze zkouSena latka vyvola stejné
reakce. V takovych pfipadech neni nutné tuto latku zkouset. Negativni tidaje ziskané
ze studii strukturné ptfibuznych latek nebo jejich smési nezakladaji podle strategie
postupného zkouseni dostatecny dukaz neZiravosti/nedrazdivosti latky. Ke stanoveni
potencialu leptavych/drazdivych a€inka na kuzi i o¢i by mél byt pouzity validované a
uznané postupy vychazejici z analyzy SAR.
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Fyzikdlné-chemické viastnosti a chemickd reaktivita (krok 3). Latky vykazujici
extrémni hodnoty pH jako <2,0 nebo > 11,5 mohou mit silné mistni u€inky. Pokud se
leptavé nebo drazdivé ucinky latky na o€i stanovi na zékladé extrémnich hodnot pH,
Ize také vzit v Gvahu kyselou/alkalickou rezervu (pufraéni kapacitu)’. Pokud lze
podle pufraéni kapacity soudit, ze latka mozna nema leptavé ucinky na oci, musi tento
predpoklad potvrdit dalsi zkousky, pokud mozno s vyuzitim validované a uznané
zkousky in vitro nebo ex vivo (viz kroky 5 a 6).

Zvazeni dalSich existujicich informaci (krok 4). V této fazi se vyhodnoti veskeré
dostupné informace o systémové toxicit¢ dermalni cestou. Vezme se v uvahu také
akutni dermalni toxicita zkouSené latky. Pokud se u zkouSené latky ukézalo, Ze je pfi
podani dermalni cestou vysoce toxicka, nemusi byt nutné zkouset ji na oku. Ackoliv
mezi akutni dermélni toxicitou a drazdivymi/leptavymi uUCinky na o¢i nemusi
nezbytné existovat souvislost, 1ze se domnivat, ze pokud je latka pfi podani dermalni
cestou vysoce toxickd, bude vysokou toxicitu vykazovat také pii instilaci podani do
oka. Takové udaje Ize také vzit v ivahu mezi kroky 2 a 3.

Vysledky ze zkouSek invitro nebo ex vivo (kroky 5 a 6). Latky, které vykazovaly
leptavé nebo vyrazné drazdivé vlastnosti ve zkoudce in vifro nebo ex vivo'™, ktera
byla validovana a uznana pro hodnoceni vylu¢né leptavych/drazdivych ucinka na oci
nebo na kazi, neni nutné zkouset na pokusnych zvifatech. Lze predpokladat, ze takové
latky vyvolaji ve zkouSce in vivo podobné zévazné ucinky. Nejsou-li validované a
uznané zkousky in vitro nebo ex vivo k dispozici, kroky 5 a 6 se preskoci a prejde se
ptimo ke kroku 7.

Posouzeni drdazdivych nebo leptavych ucinku na kiizi in vivo (krok 7). Pokud stavajici
dikazy k provedeni piesveédCivé analyzy prukaznosti vysledki potencialnich
drazdivych/leptavych Gcinkt latky na o¢i opirajici se o udaje z vyse uvedenych studii
nepostaduji, nejprve se s vyuZitim metody B.4"” a privodni pfilohy’™ vyhodnoti
potencial drazdivych/leptavych ucinkd na kuzi in vivo. Jestlize se u latky prokazi
leptavé nebo silné drazdivé UCinky na kiUzi, povazuje se za latku sleptavymi a
drazdivymi uCinky na oci, pokud odlisSny zavér nepodporuji jiné informace. Oc¢ni
zkousku in vivo by tak nebylo nutné provadét. Pokud latka leptavé nebo vyrazné
drazdivé ucinky na kiizi nema, o¢ni zkouska in vivo se provede.

Zkouska in vivo na kralicich (kroky 8 a 9). O¢ni zkouSeni in vivo se zahdji pocatecni
zkouskou na jednom pokusném zvifeti. Pokud vysledky této zkousky naznaluji, zZe
latka ma siln¢ drazdivé nebo leptavé uinky na oci, nemélo by se dal§i zkouSeni
provadét. Pokud zkouska zadné leptavé nebo siln€ drazdivé ucinky neodhali, provede
se potvrzujici zkouska na dvou dalSich pokusnych zvitatech.
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Tabulka 10 pokracovani

STRATEGIE ZKOUSENIi A HODNOCENI DRAZDIVYCH/LEPTAVYCH

Aktivita

Existyjici  udaje o
ucincich na lidské nebo
zvifeci oél

Existyjici  udaje o
leptavych ucincich na
lidskou nebo zvifeci
kazi

Existyjici udaje o silné
drazdivych ucincich na
lidskou nebo zvifeci
kazi

\

Nejsou k dispozici Zadné
informace, nebo
informace nejsou

presveédcivé

\

Proved'te hodnoceni
leptavych/drazdivych
uCinkii na o¢i podle
analyzy SAR

Proved'te analyzu SAR
leptavych ucinka na kazi

\

UCINKU NA OCI
Nalez

Zavazné poskozeni oci

Drazdiva pro oci

NezZirava nebo

nedrazdiva pro oci

Leptavé ucinky na kizi

Silné drazdivé ucinky
na kazi

Predpoklad zavazného
poskozeni oci

Predpoklad drazdivych
ucinkl na ofi

Predpoklad leptavych
ucinkt na kuzi

Zavér
Dominantni ukazatel;

povazovana za Ziravou pro
o€i. Neni nutné zkouset.

Dominantni ukazatel;
povazovana za drazdivou
pro o¢i. Neni nutné
zkouset.

Dominantni ukazatel;
povazovana za neziravou a

nedrazdivou  pro  oci.
Nevyzaduje zkouset.
Predpoklad leptavych

u¢inku na o¢i. Neni nutné
zkouSet.

Predpoklad drazdivych
uéinkd na o¢i. Neni nutné
zkouSet.

Ptedpoklad ziravosti pro
o€i. Neni nutné zkouset.

Predpoklad  drazdivosti
pro ofi. Neni nutné
zkousSet.

Ptedpoklad ziravosti pro
o€i. Neni nutné zkouset.
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Aktivita Nalez Zavér

Nelze stanovit Zadné
predpoklady, nebo jsou
predpoklady
nepresvedcivé nebo
negativni

\

3 | Zméite hodnotu pH |[pH<2 nebo >11,5 Piedpoklad Ziravosti pro
(pufracni kapacita, je-li | (s vysokou  pufraéni oci. Neni nutné zkouset.

vyznamna) kapacitou, pokud je
vyznamna)
2
2<pH < 11,5, nebo
pH <2 nebo > 11,5

s nizkou/Zadnou
pufracni kapacitou,
pokud je vyznamnd

\

4 | Posud’te systémovou | Vysoce toxické pii Latka by byla pro
toxicitu dermalni cestou | koncentracich, které by zkouSeni pfili§ toxicka.
byly  zkouSeny na Neni nutné zkouset.
ocich.

\

Takové informace
nejsou k dispozici, nebo
latka neni vysoce toxickd

\

5 | Proved'te validovanou a | Leptavé ucinky Predpoklad leptavych
uznanou zkousku ucinkd na oci. Neni tieba
leptavych ucinka na oci zadné dalsi zkouSeni.

in vitro nebo ex vivo

\

Latka nent Zirava, nebo
validované metody
zkouSeni Ziravosti pro
oci in vitro nebo ex vivo
dosud nejsou k dispozici

\

6 | Provedte validovanou a | Drazdivé ucinky Predpoklad drazdivych
uznanou zkousku ucinkd na oci. Neni tieba
drazdivych G¢inkd na zadné dalsi zkouSeni.

o€l in vitro nebo ex vivo
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Aktivita
s
Latka neni drazdiva,
nebo validované metody

zkouSent drdzdivych
ucinkii na oci in vitro

nebo ex vivo dosud

nejsou k dispozici

\2
Experimentalng
vyhodnotte  potencial
drazdivych nebo

leptavych ucinkt na kazi
in vivo (viz metoda
zkousSeni B.4, veetné jeji
prilohy)

\

Latka neni zZirava ani
silné drazdiva pro kuzi

\2
Provedte pocate¢ni oni
zkousku na kralicich
invivo na  jednom
pokusném zvifeti

\2

Zadné vyrazné
poskozeni, nebo Zadna
odezva

\

Provedte potvrzujici
zkousku na jednom nebo
dal§ich dvou pokusnych
zvitatech

N

Leptave

alez

nebo

drazdivé ucinky

Zavazné poskozeni oci

Zirava nebo drazdiva

Nezirava
nedrazdiva

nebo

silné

Zavér

Ptedpoklad leptavych
u¢inku na o€i. Neni tfeba
zadné dalsi zkouSeni.

Povazovana za drazdivou
pro o€i. Neni tieba zadné
dalsi zkouSeni.

Povazovana za Ziravou
nebo drazdivou pro oci.

Neni tfeba zadné dalsi
zkouseni.
Povazovana za

nedrazdivou a neziravou
pro o€i. Neni tfeba zadné
dalsi zkouseni.“.
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9. V priloze ¢. 2 ndzev metody B.27 TEST
SUBCHRONICKE ORALNI TOXICITY (90u-
-denn{ studie ordlni toxicity s opakovanou aplikaci
hlodavcim, znf:

,B.27 TEST SUBCHRONICKE ORALNI TOXICITY

(13

(90denni studie oralni toxicity s opakovanou aplikaci nehlodaveum) .

10. V ptiloze & 2 metoda B.31 STUDIE TERA-
TOGENITY - HLODAVCI A NEHLODAVCI znf:

,B.31 STUDIE PRENATALNI VYVOJOVE TOXICITY

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spole&enstvi’™.

1.1 UvVOD

Tato metoda zkouSeni vyvojové toxicity je urena k ziskani vSeobecnych
informaci tykajicich se u€inku prenatalni expozice na biezi pokusné zvife
a na organismus vyvijejici se v d€loze; tyto informace mohou zahrnovat
jak hodnoceni u¢inku na matku, tak i vliv na uhynuti, strukturalni
odchylky nebo zménény rast plodu. I kdyz funkCni poruchy tvori
vyznamnou Cast vyvoje, nejsou soucasti této metody. Zkousky na tyto
poruchy mohou byt provadény v samostatné studii nebo jako doplnék této
studie pomoci zkuSebni metody pro studii vyvojové neurotoxicity.
Informace o zkouseni funkénich poruch a jinych postnatalnich G¢inkt 1ze
v piipadé€ potreby ziskat z dvougeneracni zkousky toxicity pro reprodukci
a zkousky vyvojové neurotoxicity.

Tato zkuSebni metoda muze ve specifickych pfipadech vyzadovat uritou
upravu na zakladé specifickych znalosti napt. fyzikalné-chemickych nebo
toxikologickych vlastnosti zkouSené latky. Tato uprava je pfijatelna,
jestlize presvédCivé védecké dukazy sveédci o tom, diky této Gprave bude
mit zkouska vys§i vypovidaci hodnotou. V takovém piipad¢ je tieba tyto
veédecké dukazy pecliveé zdokumentovat ve zprave o studii.

1.2 DEFINICE

Vyvojova toxikologie: studie nepfiznivych ucinkd na vyvijejici se
organismus, které mohou vyplyvat zexpozice pied pocetim, b&hem
prenatalniho vyvoje nebo v postnatalnim obdobi az do doby pohlavni
zralosti. Hlavni projevy vyvojové toxicity zahrnuji 1) thyn organismu,
2) strukturalni odchylky, 3) zménény rast a 4) funkéni poruchu. Vyvojova
toxikologie se puvodné nazyvala teratologie.

Nepriznivy ucinek: jakakoliv odchylka od normalniho stavu spojena
s aplikaci, ktera snizuje schopnost organismu prezit, rozmnozovat se nebo
se prizpusobit prostiedi. Pokud jde o vyvojovou toxikologii v nejir§im
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slova smyslu, zahrnuje tento pojem jakykoliv ucinek, ktery brani
normalnimu vyvoji plodu, a to jak pted narozenim, tak i po ném.

Zménény rust: zmeéna hmotnosti nebo velikosti organu nebo téla u
potomstva.

Odchylky (anomadlie): strukturalni zmény ve vyvoji, které zahrnuji jak
malformace, tak i odchylky’®.

Malformace/velka odchylka: strukturalni zmeéna povazovana za
Skodlivou pro pokusné zvife (muze byt i letalni); obvykle je vzacna.

Odchylka/mala odchylka: strukturdlni zmeéna, kterd nemd zadny nebo
ma jen maly Skodlivy ucinek na pokusné zvife; mize byt pfechodné a u

kontrolni populace se muze vyskytovat pomérmné Casto.

Zarodek: celkové mnozstvi derivati oplodnéného vajicka v jakékoliv fazi
vyvoje od oplodnéni az do narozeni, vcletné dalSich zarode¢nych
membran, embrya nebo plodu.

Implantace (nidace): pfichyceni blastocysty k epitelové vystelce délohy,
vcetné jeji penetrace do de€lozniho epitelu a zahnizdéni v délozni sliznici.

Embryo: rand nebo vyvojova faze organismu, a to zvlasté plod vyvijejici
se po oplodnéni vajicka poté, co se objevi dlouhd osa, a dokud nejsou
ptitomné vSechny hlavni struktury.

Embryotoxicita: toxicita Skodliva pro normalni strukturu, vyvoj, rast
nebo zivotaschopnost embrya.

Fétus: nenarozeny potomek v post-embryonalnim obdobi.

Fetotoxicita: toxicita Skodliva pro normalni strukturu, vyvoj, rust nebo
zivotaschopnost plodu.

Potrat: predCasné vylouceni produkti oplodnéni — embrya nebo plodu
neschopného zivota — z délohy.

Resorpce: zarodek, ktery po implantaci do délohy pozdéji odumfiel a
vstrebava se nebo se jiz vstiebal.

Rana resorpce: dikaz o zahnizdéni (implantaci) bez rozeznatelného
embrya/plodu.

Pozdni resorpce: mrtvé embryo nebo plod se zevnimi degenerativnimi
zmeénami.

13 REFERENCNI LATKA

Zadna.
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1.4 PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Obvykle se zkuSebni latka podava biezim pokusnym zvifatim od
implantace az do dne pfed planovanym usmrcenim, ktery by se mél co
nejvice priblizit oekavanému dni vrhu, aniz se riskuje ztrata udaju
v dasledku predCasného vrhu. Zkusebni metoda neni urena vyhradné ke
zkouméni obdobi organogeneze (napf. 5. — 15. den u hlodavce a 6. —
18. den u kralika), ale popiipadé rovnéz ke zkoumani ucinka pred
implantaci, pro celé obdobi gestace a az do dne pred cisarskym fezem.
Kratce pred cisaiskym fezem se samice usmrti, prozkoumd se délozni
obsah a u plodd se vyhodnoti zevni viditelné anomalie, zmény méekkych
tkani a skeletu.

15 POPIS ZKUSEBNI METODY
1.5.1 Vybér zivo€isnych druhu

Doporucuje se provadét zkouSeni s nejvhodné€jS$imi druhy a vyuzivat
laboratorni druhy a kmeny, které se bézné pouzivaji pii zkouSeni
prenatalni vyvojové toxicity. Upfednostiovanym druhem hlodavce je
potkan a uptednostiiovanym druhem nehlodavce je kralik. Pouziti jiného
druhu je tfeba odivodnit.

152 Podminky chovu a krmeni

Teplota ve zkuSebni mistnosti pro pokusna zvifata by méla byt (22 +3) °C
pro hlodavce a (18 +3) °C pro kraliky. Relativni vlhkost by méla byt
alespont 30 %, neméla by vSak prekrocit 70 % béhem Cisténi mistnosti a
cilem je hodnota 50 — 60 %. Osvétleni by mélo byt umélé, mélo by se
stiidat 12 h svétla a 12 h tmy, neni-li v chovné mistnosti denni svétlo. Ke
krmeni lze pouzit obvyklé krmivo urené pro pokusnd zvifata od
registrovaného vyrobce s neomezenou dodavkou pitné vody.

Pareni by mélo probihat v klecich vhodnych k tomuto Gc¢elu v souladu s
piislusnym pravnim predpisem'”, pokud neni stanoveno projektem
pokusu jinak. I kdyz se dava prednost individualnimu chovu spafenych
pokusnych zvitat, pfipustny je rovné€z chov v malych skupinkach.

153 Priprava pokusnych zvirat

Pokusna zvifata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stari v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho piedpisu'® a oznatena tak, aby
byla mozné identifikace jednotlivych pokusnych zvirat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlastniho pravniho piedpisu'®. Pokusna zvitata by méla byt
charakterizovana podle druhu, kmenu, pivodu, pohlavi, hmotnosti nebo
stari. Je-li to mozné, méla by mit pokusna zvifata ze vSech testovanych
skupin stejnou hmotnost a vék. Pro kazdou uroveni davek se pouziji mladé
dospélé samice, které by mély byt nullipary. Samice se spafi se samci
stejného druhu a kmene a nemélo by dochazet k pafeni sourozenci. U
hlodavca je nultym dnem gestace den, kdy se pozoruje vaginalni zatka
nebo sperma; u kraliki je dnem O obvykle den pafeni nebo umélé
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inseminace, pokud se tato metoda pouziva. Oplodnéné samice se
ndhodnym vybérem rozdéli do kontrolnich a experimentalnich skupin.
Klece by mély byt usporadany tak, aby byl vliv umisténi kleci
minimalizovan. Kazdému pokusnému zvifeti se pfifadi jednoznacné
identifikacni Cislo. Nahodnym vybérem se oplodnéné samice rozdéli do
kontrolnich a experimentalnich skupin, a jsou-li samice parené v sadach,
rozdeli se pokusna zvirata zjednotlivych sad rovnoméme do vSech
skupin. Stejn€ tak se do vSech skupin rozdé€li samice oplodnéné stejnym

samcem.
1.6 POSTUP
1.6.1 Pocet a pohlavi pokusnych zvirat

Kazda experimentalni a kontrolni skupina by méla obsahovat dostateCny
poCet samic, abychom pii pitvé ziskali pfiblizn€¢ 20 samic s implantaci
plodu. Skupiny s méné nez 16 pokusnymi zvifaty simplantaci plodu
nejsou vhodné. Mortalita samic nemusi nutné¢ znamenat znehodnoceni
studie za ptedpokladu, ze neptekroci priblizné 10 %.

1.62 Priprava davek

Pokud se pro usnadnéni davkovani pouziva vehikulum nebo jina ptisada,
je tfeba vzit vuvahu nésledujici typické znaky: vliv na absorpci,
distribuci, metabolismus a retenci nebo vylucovani zkouSené latky; vliv na
chemické vlastnosti zkousené latky, ktera muze pozménit svoje toxické
znaky, a vliv na spotfebu krmiva nebo vody anebo nutri¢niho stavu
pokusnych zvirat. Vehikulum by nemélo byt ani vyvojove toxické, ani by
nemelo mit vliv na rozmnozovani.

1.63 Davkovani

Zkousena latka se obvykle podava denné€ od implantace (napt. paty den po
spafeni) az do dne pfed planovanym cisafskym ftezem. Pokud
z ptipadnych  predbéznych studii nevyplyva vysoky potencial
predimplantacni ztraty, lze aplikaci prodlouzit tak, aby zahrnovala celé
obdobi gestace, od spafeni az do dne pied planovanym usmrcenim. Je
znamo, ze nevhodné zachazeni nebo stres béhem biezosti muaze vést
k prenatalni ztrat€. S cilem zabranit prenatalnim ztratam z davoda, které
nejsou spojeny s expozici, je nutné zamezit jak nadbyte¢né manipulaci s
pokusnymi zvifaty, tak i stresu zpisobenému zevnimi faktory, jako je
napt. hluk.

Pouziji se alesponl tii irovné davek a soub€zna kontrola. Zdrava pokusna
zvitata se nahodnym vybérem rozdéli do kontrolnich a experimentalnich
skupin. Urovné davek se rozlozi tak, aby byly toxické uginky
odstupiovany. Pokud neexistuje zadné omezeni fyzikalni/chemickou
podstatou nebo biologickymi vlastnostmi zkouSené latky, zvoli se nejvyssi
davka s cilem vyvolat ur¢itou vyvojovou toxicitu nebo toxicitu pro matku
(klinické znaky nebo snizeni t€lesné hmotnosti), ale nikoliv uhynuti nebo
silné bolesti. Alespori jedna stfedni urovenn davky by mela vyvolat
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minimalni zjistitelné toxické ucinky. Nejniz8i uroven davky by neméla
vyvolat zadnou prokazatelnou toxicitu pro matku ani vyvojovou toxicitu.
S ohledem na prokazani jakékoli reakce souvisejici s davkovanim a
s urovni davky bez pozorovaného nepiiznivého ucinku (NOAEL) by se
mela zvolit sestupnd posloupnost urovni davek. Pro nastaveni sestupnych
urovni davek jsou obvykle optimalni dvoj- az Ctyfnasobné intervaly a
Casto je vhodngjsi pridani Ctvrté exponované skupiny nez pouzivani
velkych intervali mezi davkami (napf. lisicich se faktorem 10). Ac¢koliv je
cilem stanovit hodnotu NOAEL pro samici, pfijatelné jsou rovnéz studie,
které tuto hodnotu nestanovi’®.

Pti vybéru urovni davek je tieba brat v vahu jakékoliv existujici udaje o
toxicite a také jako dal§i informace o metabolismu a toxikokinetice
zkousSené latky nebo latek piibuznych. Tyto informace pomohou rovnéz
pii prokazovani pifiméfenosti davkovaciho rezimu.

Pouzije se soub&znd kontrolni skupina. Tato skupina by meéla tvofit
zdanlive l1écenou kontrolni skupinu nebo kontrolni skupinu s vehikulem,
pokud se vehikulum pfi podavani zkouSené latky pouziva. Vsem
skupinam se podava stejné mnozstvi zkouSené latky nebo vehikula. S
pokusnymi zvifaty v kontrolni skupin€ (kontrolnich skupinéach) se zachazi
stejné jako s pokusnymi zvifaty v experimentalni skupin€. Kontrolni
skupina s vehikulem by méla dostat vehikulum v nejvyS$S§im pouzivaném
mnozstvi (jako u experimentalni skupiny s nejnizsi davkou).

1.64 Limitni zkouska

Pokud zkouska na jedné trovni davky v mnozstvi alesponi 1 000 mg/kg
télesné hmotnosti na den pfi oralnim podavani nevyvolad pii pouziti
postupt predepsanych pro tuto studii zadnou zjistitelnou toxicitu ani u
biezich pokusnych zvifat ani u jejich plodd, a pokud se neo¢ekava tcinek
ani na zakladé existujicich adaja (napf. o slouCeninach s podobnou
strukturou nebo metabolismem), neni nezbytné uvazovat o kompletni
studii vyuzivajici tii irovni davek. Je mozné, ze predpokladana expozice u
Cloveka si vyzada pouziti vyssi oralni davky v limitni zkouSce. U dalSich
zpusobu podavani latky, jako je inhala¢ni nebo kozni aplikace, mize byt
maximalni dosazitelnd uroveri expozice dana fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi zkouSené latky (napf. kozni aplikace by neméla zpusobit
zavaznou lokalni toxicitu).

1.6.5 Aplikace davek

Zkousena latka nebo vehikulum se obvykle podava oraln€ intubaci. Pokud
se pouziva jiny zpusob aplikace latky, mél by experimentator volbu
zdivodnit a objasnit, pfiCemz miZe byt nezbytné provést odpovidajici
zmény . Zkousena latka se podava kazdy den piiblizné ve stejnou dobu.

Obvykle by davka pro jednotliva pokusna zvifata méla vychazet z aktualni
zjisténé te€lesné hmotnosti. Je vSak nutné vénovat velkou pozornost uprave
davky b&hem posledniho trimestru biezosti. Davka by se méla zvolit na
zakladé existujicich udaju, aby se zabranilo nadmérné toxicité u samic.
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Pokud je vSak u oSetfovanych samic zaznamenana nadmérna toxicita, tato
pokusna zvifata se humannim zpusobem usmrti. Pokud nékolik bfezich
pokusnych zvitat vykazuje znamky nadmeérné toxicity, melo by se zvazit
usmrceni této skupiny. Je-li latka podavana prostiednictvim zaludecni
sondy, méla by se pokusnym zvifatim podavat ve formé jediné davky
pomoci hadi¢ky k vyplachu Zzaludku nebo vhodné intubacni kanyly.
Maximalni mnozstvi tekutiny, které lze jednordzové podavat, zavisi na
velikosti pokusného zvifete. Toto mnozstvi by nemélo piekrocit 1 ml/
100 g télesné hmotnosti, s vyjimkou vodnych roztokd, kde lze pouzit
2ml/100 g télesné hmotnosti. Pokud se jako vehikulum pouziva
kukufiény olej, nemélo by mnozstvi prekrocit 0,4 ml/100 g télesné
hmotnosti. Kolisani v mnozstvi zkousené latky by se méla omezit
nastavenim koncentraci tak, aby se zajistilo konstantni mnoZzstvi na vSech
urovnich davek.

1.6.6 Sledovani samic

Klinicka pozorovani se provadé€ji a zaznamendvaji minimalné jednou
denn¢, a to kazdy den nejlépe ve stejnou dobu, a piihlédne se k dobé
vrcholictho predpokladaného ulinku po davkovani. Zaznamena se stav
pokusnych zvifat véetné mortality, agonie, relevantnich zmén chovani a
vSech piiznakd zjevné toxicity.

1.6.7 Télesna hmotnost a spotieba krmiva

Pokusna zvifata se zvazi béhem nultého dne gestace anebo nejpozdéji
3. dne gestace, pokud externi chovatel dodava pokusna zvifata spafena ve
stejnou dobu a dale béhem prvniho dne podavani latky, minimalné kazdy
3. den v obdobi podavani latky a v den planovaného usmrcent.

Spotteba krmiva se zaznamend v tfidennim intervalu a méla by se
shodovat se dny zjistovani télesné hmotnosti.

1.6.8 Pitva

Samice se usmrti jeden den pfed ocCekdvanym dnem vrhu. Samice
vykazujici znamky potratu nebo predCasného vrhu predchazejiciho
planovanému  usmrceni se usmrti a podrobi  dikladnému
makroskopickému vysSetieni.

Samice se v okamziku usmrceni nebo uhynu béhem studie makroskopicky
vySetii na strukturni odchylky nebo patologické zmény. S cilem
minimalizovat neobjektivnost se vyhodnoceni samic b&hem cisarského
fezu a nasledna fetalni analyza provedou pokud mozno bez znalosti
experimentalni skupiny.

1.6.9 VySetireni délozniho obsahu

Okamzité po usmrceni nebo co nejdiive po uhynuti se samicim vyjme
déloha a zjisti se stav biezosti. D&lohy, které nesvéd¢i o gravidite, se dale
vySetii (napf. pomoci barveni sulfidem amonnym u hlodavct a pomoci
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Salewského barveni nebo vhodnou alternativni metodou u kralik) a
potvrdi se negravidni stav’®.

Gravidni déloha veetn€¢ délozniho hrdla se zvazi. Hmotnost gravidni
délohy by se neméla zjiStovat u pokusnych zvifat, kterda béhem studie
uhynula.

U brezich pokusnych zvitat se zjisti poCet zlutych télisek.

U delozniho obsahu se vysetfi poCet uhyni embrya nebo plodu a pocet
zivotaschopnych plodi. PopiSe se stupen resorpce, aby bylo mozné
odhadnout relativni dobu uhynuti zarodku (viz ¢ast 1.2).

1.6.10 VySetieni plodu

Zjisti se pohlavi a télesna hmotnost kazdého plodu.

U kazdého plodu se vysetii zevni odchylky’™.

U plodi se vySetii zmény kostry a mekkych tkani (napt. odchylky a
malformace nebo anomalie)’™. Kategorizace fetalnich zmén je vhodna, ale
nikoli nezbytna. Pokud se kategorizace provede, méla by se jasn€ stanovit
kritéria definovani jednotlivych kategorii. Zvlastni pozornost je tieba
vénovat rozmnozovaci soustave, ktera se vySetii na pfitomnost znadmek
zmeénéného vyvoje.

U hlodavct se pfipravi piiblizné polovina kazdého vrhu, u néhoz se
vySetii zmény skeletu. Zbytek se pfipravi a vySetfi na ptritomnost zmén
mekkych tkani pomoci uznanych nebo vhodnych metod postupného
krajeni histologickych fezll nebo dukladné pitvy.

U nehlodavct, napt. kralikl, se prozkoumaji jak zmény mékkych tkani,
tak zmeény skeletu vSech plodi. Opatrnym oddélenim tkani se u téchto
plodd vySetii zmény mékkych tkani, pfiCemz pitva muaze zahrnovat i
postupy pro dal§i vyhodnoceni vnitni stavby srdce’™. Hlavy poloviny
plodt zkoumanych timto zptisobem se oddé€li a pouziji se k vyhodnoceni
zmén mekkych tkani (vCetné o¢i, mozku, nosnich dutin a jazyka), a to
pomoci standardnich metod postupného segmentovani’™ nebo stejné
citlivych metod. T¢la té€chto i zbyvajicich neporusenych plodl se pfipravi
a vySetii na pfitomnost zmén skeletu za pouziti stejnych metod popsanych
pro hlodavce.

2 DATA

21 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Vysledky se zaznamenaji do tabulky samostatn€é pro samice a pro jejich
potomky a u kazdé pokusné skupiny a kazdé generace se uvede pocet
pokusnych zvifat na zacatku zkousky, pocet pokusnych zvirat uhynulych
béhem zkousky nebo usmrcenych z humannich divodd, doba thynu nebo
humanniho usmrceni, pocet bfezich samic, pocet pokusnych zvifat
vykazujicich pfiznaky toxicity, popis pfiznaki zji§téné toxicity vCetné
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nastupu, trvani a =zavaznosti piipadnych toxickych ucinkd, typy
pozorovani embryi/ploda a vSechny dulezité udaje o vrhu.

Numerické vysledky se vyhodnoti vhodnou statistickou metodou, pficemz
jako jednotka analyzy dat se pouzije vrh. PouZzije se vS§eobecné uznavana
statisticka metoda; zvoli se jako soucdst navrhu studie a musi byt
zdivodnéna. Rovnéz se uvedou udaje ziskané u pokusnych zvifat, ktera
nepiezila az do planovaného usmrceni. Tyto udaje lze v piipad€ potieby
zahrnout do skupinového priméru. Vyznam udaji ziskanych od téchto
pokusnych zvitat i jejich zahrnuti nebo nezahrnuti do priméru skupiny by
mély byt odivodnény a individualn€ posouzeny.

22 HODNOCENI VYSLEDKU

Vysledky studie prenatalni vyvojové toxicity se vyhodnoti na zaklade
zjisténych ucinkt. Vyhodnoceni musi zahrnovat nasledujici informace:

— vysledky zkousky u samic a embrya/plodu, vCetné hodnoceni vazeb
nebo jejich absence mezi expozici pokusnych zvirat zkousené latce
a vyskytem a zavaznosti vSech nalez,

—  kritéria pouzivana pro kategorizaci zevnich zmén, zmeén meékkych
tkani a skeletu u plodu, pokud byla tato kategorizace provedena,

—  popftipadé predchozi kontrolni udaje k snazsimu objasnéni vysledki
studie,

—  Ciselné hodnoty pouzivané pii vypoctu vSech procentualnich hodnot
nebo koeficient,

—  pfipadné odpovidajici statistickou analyzu vysledku studie, ktera by
mela zahrnovat dostateCné informace o metodé analyzy, aby
nezavisly posuzovatel mohl tuto analyzu piehodnotit a
zrekonstruovat.

V jakékoliv studii, ktera prokazuje nepfitomnost toxickych ucinkd, je
treba zvazit dalsi zkousky pro zjisténi absorpce a biologické dostupnosti
zkousené latky.

23 INTERPRETACE VYSLEDKU

Studie prenatalni vyvojové toxicity poskytne informace o ucinku
opakované expozice latce na brezi samice a na nitrodélozni vyvoj jejich
potomstva. Vysledky studie by mély byt objasnény v souvislosti
s vysledky ze subchronickych, reprodukénich, toxikokinetickych a dalich
studii. Vzhledem k tomu, Ze se klade duraz jak na vyslednou vSeobecnou
toxicitu z hlediska matky, tak i na vyvojovou toxicitu, umozni vysledky
této studie do urcité miry rozliSit mezi vyvojovymi u€inky vyskytujicimi
se v nepiitomnosti v§eobecné toxicity a mezi u€inky vyvolanymi pouze na
trovnich, které jsou toxické i pro biezi pokusna zvifata’™.
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3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

V souladu s piislusnymi pravnimi predpisy”'” musi byt zpracovan

projekt pokusu a o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.
3.1 Zprava o prub&hu pokusu obsahuje nasledujici informace.
ZkouSena latka:

— fyzikalni povaha, a je-li to dulezité, fyzikalné-chemické
vlastnosti,

— identifikace vCetn¢ Cisla CAS, je-li znamo nebo piidéleno,
— Cistota.
Vehikulum (pokud bylo pouzito):

— zdivodnéni vybéru jiného vehikula, pokud neni pouzita
voda.

Pokusnd zvitata:

— pouzité druhy a kmeny,

— pocet a stafi pokusnych zvitat,

— pavod, podminky chovu, krmivo atd.,

— individualni hmotnosti pokusnych zvifat na zacatku
zkousky.

ZkuSebni podminky:
— zdtvodnéni vybeéru urovné davky,

— podrobnosti o pripravé slozeni zkouSené latky/krmiva,
dosazené koncentraci, stabilité a homogenité ptipravku,

— podrobné udaje o podavani zkousené latky,

— v pripad¢ potreby prepocet koncentrace zkouSené latky
(ppm) v krmivu/pitné vod€ na skute¢nou davku (mg/kg
télesné hmotnosti na den), je-li to mozné,

— podminky prostiedi,

— podrobné udaje o kvalité krmiva a vody.

Vysledky:
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Udaje o piiznacich toxicity u matky podle davky, napt.:

—  pocet pokusnych zvifat na zacatku zkousky, pocet pokusnych
zvifat, kterd prezila, pocet bifezich pokusnych zvifat, pocet
pokusnych zvitat, kterd potratila, a pocet pokusnych zvitat,
ktera predCasné vrhla,

— den thynu béhem studie anebo zda pokusna zvifata prezila az
do dne usmrceni,

— uvedou se udaje o pokusnych zvitatech, ktera neptezila do
planovaného usmrceni, nezahrnou se vSak do statistickych
srovnani dat pro skupiny,

— den zjisténi kazdého abnormalniho klinického ptiznaku a jeho
nasledny prabeh,

— télesna hmotnost, zmeéna télesné hmotnosti a hmotnosti
gravidni dé€lohy, vCetné pfipadnych udaji o zméné télesné
hmotnosti korigované o hmotnost gravidni délohy,

—  spotfeba krmiva, méfi-li se, spotfeba vody,

—  pitevni nalezy v¢etné délozni hmotnosti,

— zaznamenaji se hodnoty NOAEL pro u¢inky na matku a
vyvojové ucinky.

Ukazatele vyvojové toxicity podle davky pro vrhy simplantaty,
veetné

— poctu Zlutych télisek,

— poctu zahnizdéni, poctu a procenta zivych a mrtvych ploda
a resorpce,

— poCtu procentualniho podilu pre- a post-implantacnich
ztrat.

Ukazatele vyvojové toxicity podle davky pro vrhy s zivymi plody,
veetné

— poctu a procentualniho podilu zivych potomk,
— pomeru pohlavi,

— fetalni telesné hmotnosti, pokud mozno podle pohlavi a pro
obé pohlavi dohromady,

— zevnich malformaci, malformaci mékkych tkani a skeletu a
jinych vyznamnych odchylek,



Strana 8252 Sbirka zikont & 449 / 2005 Castka 157

— pfipadné kritérii kategorizace,

— celkového poCtu a procentualniho podilu plodi a vrhi
s jakymikoli zevnimi a kosternimi odchylkami, odchylkami
mékkych tkani a rovnéz typa a vyskytu individualnich
anomalii a jinych vyznamnych odchylek.

Diskuse a interpretace vysledku.

Zavéry.©.

11. V piiloze & 2 metoda B.35 REPRODUKCNI
TOXICITA - DVOUGENERACNI TEST zni:

,B.35 DVOUGENERACNI STUDIE REPRODUKCNI
TOXICITY

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoletenstvi’.

1.1 UvVOoD

Tato metoda zkouSeni dvougeneracni reprodukce je urena k ziskéani
v§eobecnych informaci tykajicich se G¢inku zkousené latky na integritu a
vykonnost samc¢i a sami¢i rozmnozovaci soustavy, vcetné funkei
pohlavnich Zlaz, estralniho cyklu, zpisobu chovani pfi pafeni, plozeni,
gestaci, vrhu, laktaci, odstaveni, ristu a vyvoje potomstva. Studie muze
rovné€z poskytnout informace o ucinku zkouSené latky na neonatélni
umrtnost, mortalitu a pfedbézné informace o prenatalni a postnatalni
vyvojové toxicité a muze slouzit jako navod pro dalsi zkousky. Mimo
zkoumani ristu a vyvoje generace F1 je tato zkuSebni metoda urCena
rovnéz k hodnoceni integrity a vykonnosti sam¢i a samici rozmnozovaci
soustavy a rovnéz rustu a vyvoje generace F2. S cilem ziskat dalsi
informace o vyvojové toxicite a funkCnich poruchéch lze do tohoto
protokolu zaclenit dalsi prvky studie, pfi¢emz jako vhodné se jevi metody
vyvojové toxicity nebo vyvojové neurotoxicity, anebo lze tyto konecné
vysledky zkoumat v samostatnych studiich pomoci vhodnych metod
zkousSeni.

12 PRINCIP ZKUSEBNI METODY

ZkousSena latka se podava v odstuptiovanych davkach né€kolika skupinam
samcd a samic. Samcum z generace P se latka podava béhem ristu a
béhem minimaln€é jednoho dokonceného spermatogenetického cyklu
(ptiblizné 56 dnti u mys$i a 70 dnti u potkana), aby bylo mozné zachytit
jakékoliv nepiiznivé G&inky na spermatogenezi. Uinky na spermie se
stanovi pomoci parametri pro spermie (napi. morfologie a motilita
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spermii) a z piipravy tkani a podrobné histopatologie. Jsou-li k dispozici
informace o spermatogenezi z piedeSlych dostate¢né dlouhych studii
opakovaného davkovani, napt. 90 denni studie, neni do hodnoceni nutné
zahrnovat samce z generace P. Tyto vzorky nebo digitalni zédznamy o
spermiich z generace P je vSak vhodné uchovat pro moznost pozdgjsiho
vyhodnoceni. Samicim z generace P se latka poda béhem rlstu a béhem
nékolika dokon¢enych estralnich cykla, aby bylo mozné odhalit jakékoliv
nepfiznivé ucinky zkousSené latky na normalni prubéh estralniho cyklu.
ZkouSena latka se podava rodiCovské (P) generaci pokusnych zvitat
behem jejich pareni, nasledné bfezosti a az do doby odstaveni jejich
potomstva F1. Po odstaveni se u generace F1 v podavani latky pokracuje
beéhem ristu az do dospélosti, v pribéhu pareni a produkce generace F2 a
az do doby, kdy dojde k odstaveni generace F2.

U vsech pokusnych zvitat se provadeji klinicka sledovani a patologicka
vySetfeni pfiznakl toxicity, a to se zvlastnim dirazem na jeji vliv na
integritu a vykonnost sam¢i a samiCi rozmnozovaci soustavy a na rast a
vyvoj jejich potomstva.

13 POPIS ZKUSEBNI METODY

13.1 Vybér zivo¢isnych druhu

druhy, je tfeba podat zduvodnéni a provést odpovidajici upravy. Neni
vhodné pouzivat druhy sniz§i plodnosti nebo stypicky vysokym
vyskytem vyvojovych vad. Na zacatku studie by mély byt u pouzivanych
pokusnych zvifat jen minimalni odchylky hmotnosti, které by nemély
prekrocit 20 % prumeérné hmotnosti u kazdého pohlavi.

1.3.2 Podminky chovu a krmeni

Teplota ve zkuSebni mistnosti pro pokusna zvifata by méla byt
(22 £ 3) °C. Relativni vlhkost by meéla byt alespon 30 %, nemela by vsak
prekro€it 70 % b&hem cCisténi mistnosti a cilem je hodnota 50 — 60 %.
Osvétleni by mélo byt umélé, mélo by se stiidat 12 h svétla a 12 h tmy,
neni-li v chovné mistnosti denni svétlo. Ke krmeni by se mélo pouzivat
obvyklé krmivo ur€ené pro pokusnd zvifata od registrovaného vyrobce
s neomezenym piisunem pitné vody. Vybér krmiva muze byt ovlivnén
nutnosti zajistit vhodnou pfisadu zkouSené latky, je-li latka podavana
timto zptusobem.

Pokusna zvirtata Ize chovat jednotlive, anebo je umistit v klecich v malych
skupinkach pokusnych zvitfat stejného pohlavi. Pafeni by melo probihat
v klecich, které jsou k tomuto u€elu vhodné v souladu s piislusnym
pravnim piedpisem'®, pokud neni stanoveno projektem pokusd jinak. Po
spafeni je tfeba umistit oplodnéné samice individualné do kleci urenych
kvrhu nebo chovu mlad’at. Oplodnéné potkany lze rovné€z chovat
v malych skupinach a oddé¢lit jeden az dva dny pred vrhem. Kdyz se blizi
doba vrhu, je nutné oplodnénym pokusnym zvifatim poskytnout vhodny a
definovatelny material pro tvorbu hnizda.



Strana 8254 Sbirka zikont & 449 / 2005 Castka 157

133 Ptiprava pokusnych zvitfat

Pokusna zvifata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznalena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvirat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlastniho pravniho predpisu'®. Pokusna zvifata se
charakterizuji podle druhu, kmenu, ptivodu, pohlavi, hmotnosti nebo stafi.
K dispozici by mely byt veSkeré informace o sourozeneckych vztazich,
aby se neparili sourozenci. Pokusna zvirata se nahodnym vyberem rozdeéli
do kontrolnich a experimentalnich skupin (doporucuje se rozdéleni podle
télesné hmotnosti). Klece by mely byt usporadany tak, aby byl vliv
umisténi kleci minimalizovan. Kazdému pokusnému zvifeti se pfifadi
jednoznacné identifikacni Cislo. U generace P se tato Cisla pfitadi pred
zahgjenim podavani davek. U generace F1 je nutné piidélit tato Cisla po
odstaveni pokusnych zvifat vybranych k pafeni. U vSech vybranych
pokusnych zvitat generace F1 se vedou zaznamy oznacujici pavod vrhu.
Krome toho se doporucuje individudlni identifikace mlad’at co nejdiive po
narozeni, kdy se provadi individudlni vazeni mlad’at nebo jakékoliv
funk¢ni zkousky.

Na zacatku podavani davek musi byt rodi€ovska (P) generace pokusnych
zvitat stara piiblizné 5 az 9 tydnt. Je-li to mozné, méla by mit pokusna
zvitata ze vSech zkuSebnich skupin stejnou hmotnost a vek.

14 POSTUP
14.1 Pocet a pohlavi pokusnych zvirat

Kazda experimentalni i kontrolni skupina by méla obsahovat dostateCny
poCet pokusnych zvifat, aby bylo mozné ziskat minimaln¢ 20 biezich
samic s piiblizn€ stejnym terminem vrhu. To pravdépodobné€ nebude
mozné u latek, které vyvolavaji nezadouci ucinky spojené s aplikaci (napf.
sterilitu, nadmeérnou toxicitu pfi vysoké davce). Cilem je ziskat dostateCny
pocet brezich samic, a tim zajistit vyznamné hodnoceni potencialu dané
latky ovlivnit plodnost, bfezost, chovani samic a kojenych mladat, rist a
vyvoj potomstva generace F1 od doby pocCeti az do doby dospélosti a
vyvo] jejich potomstva (F2) az do odstaveni. Nepodafi-li se vSak
dosahnout pozadovaného poctu brezich pokusnych zvitat (tj. 20), nemusi
to nutn€ znamenat znehodnoceni studie, a proto by hodnoceni mélo vzdy
probihat individualné ptipad od ptipadu.

142 Priprava davek
Neni-li jiny vhodng&j§i zpasob aplikace (napf. kozni nebo inhalaéni),
doporucuje se oralni podavani zkousené latky (v krmivu, pitné vodé nebo

pomoci zalude¢ni sondy).

ZkouSena latka se v piipadé potieby rozpusti nebo suspenduje ve
vhodném vehikulu. Je-li to mozné, doporuCuje se zvazit pouziti vodného
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roztoku/suspenze, poté pouziti roztoku/emulze v oleji (napt. v kukufi¢ném
oleji) a nakonec roztoku v jiném vehikulu. U jiného typu vehikula, nez je
voda, je tfeba znat jeho toxikologické charakteristiky. Stanovi se stalost
zkousSené latky v daném vehikulu.

143 Davkovani

Pouziji se alespon tfi urovné davek a soubézna kontrola. Neni-li davka
limitovana fyzikalné-chemickou podstatou nebo biologickymi ucinky
zkousen¢ latky, zvoli se nejvyssi troven davky tak, aby vyvolala toxicitu,
ale nezpusobila uhyn nebo silné bolesti. V piipadé neoCekavané mortality
jsou obvykle jest€¢ prijatelné studie sumrtnosti rodicovskych (P)
pokusnych zvifat niz§i nez piiblizn€ 10 %. Ve snaze prokazat jakoukoli
reakci souvisejici s davkovanim a s hodnotou davky bez pozorovatelného
nepiiznivého ulinku (NOAEL) se zvoli sestupna posloupnost trovni
davek. Pro nastaveni sestupnych uUrovni davek jsou obvykle optimalni
intervaly liSici se faktorem 2 az 4 a Casto je vhodn¢jsi pridani Ctvrté
zkuS§ebni skupiny nez pouzivani velkych intervald mezi jednotlivymi
davkami (napf. liSicich se faktorem 10). U studii by davky krmiva nemé&ly
byt vice nez trojnasobné. Pii vyb&ru urovné déavek je treba vzit v uvahu
jakékoliv existujici udaje o toxicité, a to zvlasté v ptipade vysledku studii
po opakované davce. Rovnéz je tfeba vzit v Givahu jakékoliv existujici
informace o metabolismu a kinetice zkouSené slouceniny nebo piibuznych
latek. Tyto informace navic napomohou rovnéz pii prokazovani
pfiméfenosti davkovaciho rezimu.

Kontrolni skupina je neexponovand skupina nebo kontrolni skupina
s vehikulem, pokud se vehikulum pro aplikaci zkouSené latky pouziva.
S vyjimkou aplikace zkouSené latky je tfeba s pokusnymi zvifaty
v kontrolni  skupiné zachazet naprosto stejnym zpusobem jako s
pokusnymi zvifaty v experimentalni skupiné. Pouziva-li se vehikulum,
poda se kontrolni skupin€ v nejvyssim pouzivaném objemu. Podéava-li se
zkouSena latka v krmivu a zpuasobuje-li snizeny piijem nebo vyuziti
krmiva, pak je tfeba zvazit nutnost pouziti parové krmené kontrolni
skupiny. Jinak lze misto soub&zné parové krmené kontrolni skupiny
pouzit udaje ziskané z kontrolovanych studii ur¢enych k hodnoceni G¢inku
snizené spotieby krmiva na reproduk¢ni parametry.

Pozornost je tfeba vénovat nasledujicim typickym znakim vehikula a
jinych pfisad: ucinku na absorpci, distribuci, metabolismus, nebo retenci
zkouSené¢ latky, dale vlivu na chemické vlastnosti zkouSené latky, které
mohou zmenit jeji toxikologické vlastnosti, a vlivu na spotifebu krmiva,
vody nebo nutri¢ni stav pokusnych zvirat.

1.4.4 Limitni zkouSka

Pokud oralni studie s jednou Urovni davky v mnozstvi alespofi 1 000 mg
/kg télesné hmotnosti na den, nebo rovnocenné procento latky v krmivu
nebo pitné vodé pii aplikaci davky v krmivu nebo pitné vodé pomoci
postupti predepsanych pro tuto studii nevyvola zadnou zjistitelnou toxicitu
ani u rodiCovskych pokusnych zvifat, ani u jejich potomstva a pokud se
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neoCekava ani  toxicita na zakladé existyjicich Gdajd o
strukturné/metabolicky pfibuznych slouceninach, pak neni nutné uvazovat
o kompletni studii vyuzivajici n€kolika urovni dévek. Limitni zkouska se
pouzije, pokud expozice u ¢loveka nevyzaduje pouzit vyssi troven oralni
davky. U dalsich zpasobu podavani latky, jako je inhala¢ni nebo kozni
aplikace, muze byt maximalni dosazitelna uroven expozice dana
tyzikalné-chemickymi vlastnostmi zkousené latky.

1.4.5 Aplikace davek

ZkouSena latka se podava pokusnym zvifatim 7 dnu v tydnu.
Uptednostiiuje se oralni zpusob podavani (v krmivu, pitné vodé nebo
zalude¢ni sondou). Pokud se pouziva jiny zpusob podavani, je tieba podat
zdtvodnéni a provést odpovidajici modifikace. V§em pokusnym zviratim
by meéla byt latka b&hem odpovidajiciho experimentalniho obdobi
podavana stejnym zptsobem. Objem jednorazové podavané tekutiny by
nemél prekroCit 1 ml/100 g télesné hmotnosti (0,4 ml/100 g télesné
hmotnosti je maximum pro kukuficny olej), vyjimkou jsou vodné
roztoky, kde Ize pouzit 2 ml/100 g t€lesné hmotnosti.

S vyjimkou drazdivych nebo ziravych latek, u kterych vyssi koncentrace
obvykle vedou ke zhorSeni uCinkd, by méla byt variabilita objemu
podavané davky minimalizovana upravou koncentraci tak, aby bylo
zajisténo, ze podavany objem bude stejny pro vSechny davky.

Ve studiich zameéfenych na podavani latky Zzalude¢ni sondou budou
mlad’ata dostdvat zkouSenou latku obvykle nepfimo prostiednictvim
mléka, dokud nezacne piimé davkovani po jejich odstaveni. Ve studiich
zamerenych na podavani latky v krmivu nebo pitné vodé budou mlad’ata
navic dostavat zkouSenou latku pfimo, jakmile za¢nou béhem posledniho
tydne laktacniho obdobi sama zrat.

U latky podavané krmivem nebo pitnou vodou je velmi dulezité zajistit,
aby mnozstvi pouzité zkousené latky neovliviiovalo normélni rovnovahu
zivin nebo vody, nebranilo vyvazenosti bézného krmiva nebo vody. Je-li
zkouSena latka poddvana v krmivu, je tfeba pouzivat bud konstantni
koncentrace (ppm) v krmivu, nebo konstantni Grovné davky ve vztahu
k té€lesné hmotnosti pokusného zvifete. Pouziti jiného zpasobu je tieba
zdivodnit. Latka podavana ZzaludeCni sondou se podava kazdy den
pfiblizn€ ve stejnou dobu a alesponi jednou tydné se pfizpusobi tak, aby se
udrzela konstantni troven davky vzhledem k télesné hmotnosti pokusného
zvitete. Pii prizpisobovani davky podle hmotnosti u podavani latky
sondou je tieba vzit v ivahu informace tykajici se placentarni distribuce.

1.4.6 Usporadani pokusu

S kazdodennim podavanim zkousené latky se u rodiCovské generace (P)
samci a samic zah4ji od 5. do 9. tydne veéku. Denni podavani latky u
samci a samic generace F1 je tfeba zahgjit po jejich odstaveni; stale je
tteba mit na paméti, ze v piipade, kdy se zkouSena latka podava
prostiednictvim krmiva nebo pitné vody, mize dochazet k pfimé expozici
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mlad’at F1 zkouSené latce jiz beéhem laktacniho obdobi. U obou pohlavi (P
i F1) by se mélo s podavanim latky pokracovat alespori 10 tydn pred
obdobim péafeni. S davkovanim se u obou pohlavi pokracuje i b&hem
dvoutydenniho obdobi pafeni. Nejsou-li samci jiz nezbytni k hodnoceni
reproduk¢nich G¢inkd, meéli by byt humannim zpisobem usmrceni a
vySetfeni. U rodi¢ovské generace (P) samic davkovani pokracuje i béhem
bfezosti a az do odstaveni potomstva generace F1. Pozornost je nutno
veénovat modifikacim davkovaciho programu na zékladé dostupnych
informaci o zkousSené latce, vCetné existujicich udaju o toxicite, indukci
metabolismu nebo bioakumulaci. Obvykle by davka pro jednotliva
pokusnd zvifata méla vychdzet z aktualni zjisténé télesné hmotnosti.
Velkou pozornost je vsak tfeba vénovat upraveé davek béhem posledniho
trimestru bfezosti.

Podavani latky samcim a samicim generaci P a F1 pokracuje az do doby
jejich utraceni. VSichni dospéli samci a samice generace P a F1 se
humannim zptUsobem utrati, pokud jiZ nejsou nezbytni k hodnoceni
reprodukénich G¢ink. Potomstvo generace F1, které neni vybrano
k pareni, a celé potomstvo generace F2 se po odstaveni humannim
zpusobem utrati.

1.4.7 Pareni
1471 Pripoustént rodicovské generace (P)

U kazdého parfeni se kazdd samice umisti sjednim samcem se stejnou
urovni davek (parovani 1:1), dokud nedojde ke spafeni, nebo po dobu
alespon 2 tydnu. Kazdy den se samice vySetii na pfitomnost spermatu
nebo vaginalni zatky. Nultym dnem biezosti je den, kdy je pozorovéana
vaginalni zatka nebo spermie. V pripad€, ze je spafeni neuspesné, se zvazi
spafeni se samci s osvédCenou plodnosti ze stejné skupiny. Sparené pary
se v zaznamech jasn€ oznali. Je tfeba se vyvarovat pafeni sourozencu.

1472 Pareni generace I'1

U pafreni pokusnych zvifat generace F1 se za ucelem produkce generace
F2 po odstaveni vybere z kazdého vrhu alespoii jeden samec a samice pro
spafeni sjinymi pokusnymi zvifaty ze stejné davkové skupiny, ale
z odlisného vrhu. Vybér pokusnych zvirat z kazdého vrhu se provede
ndhodn€, pokud nejsou mezi pokusnymi zvifaty zdaného vrhu
pozorovany zadné vyrazné odlisnosti v t€lesné hmotnosti nebo vzhledu. V
ptipadé zjisténych odlisnosti se z kazdého vrhu vyberou nejkvalitng)si
jedinci. Logicky by bylo nejlepsi tento vybér provadét na zakladé télesné
hmotnosti, ale vhodnéj$i se muze jevit vybér na zakladé vzhledu.
Potomstvo generace F1 by se nemélo pfipoustét pred dosazenim plné
pohlavni zralosti.

Pary, u kterych nedojde k oplodnéni, je tfeba vySetrit za ucelem zjisténi
pfi¢iny neplodnosti. Tento postup muze zahrnovat umoznéni dalsi
piilezitosti k oplodnéni s pokusnym zvifetem s osvédCenou plodnosti,
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mikroskopické vySetfeni reprodukenich organti anebo vysetieni estralniho
cyklu a spermatogeneze.

1473 Druhé parent

V urditych pripadech, jako napt. u odchylek velikosti vrhu spojenych
s aplikaci nebo pfi zji§téni nejednoznacného ucinku po prvnim pareni, se
doporucuje opetovné pripusténi dospélych pokusnych zvirat z generace P
a F1 za uelem produkce druhého vrhu. Rovnéz se doporucuje znovu
pfipustit samice nebo samce, u kterych nedoslo k produkci mladat
s osvédCenymi pokusnymi zvifaty. Pokud je u jakékoliv generace
nezbytna produkce druhého vrhu, méla by byt pokusna zvifata opakované
pfipusténa piiblizné jeden tyden po odstaveni posledniho vrhu.

1.4.7.4 Velikost vrhu

Pokusnym zvifatim se ponecha moznost normalné vrhnout a peCovat o
svoje potomstvo az do jeho odstaveni. Standardizace velikosti vrhi je
dobrovolna. Pokud se standardizace provadi, je nutné pouzivanou metodu
detailn€ popsat.

L5 POZOROVANI
1.5.1 Klinicka pozorovani

Vseobecné klinické pozorovani se provadi denn€ a v pfipad€ podéavani
latky zalude¢ni sondou <casovy rozvrh zohledni ocCekavané doby
nejvySsich ucinkd po podani latky. Zaznamenaji se vyznamné zmény
chovéni, znamky ztizeného nebo prodluzovaného vrhu a vSechny piiznaky
toxicity. Alespoini jednou tydn€ se u kazdého pokusného zvifete provede
dal§i podrobngjsi vySetieni, které je nejlepsi provadét v dobé vazeni
pokusného zvifete. Je-li to mozné, provadi se dvakrat denné, b&hem
vikendu pfipadné jednou denn€, u vSech pokusnych zvirat pozorovani
z divodu morbidity a mortality.

152 Télesna hmotnost a spotieba krmiva/vody u rodicovskych
pokusnych zvirat

Rodicovska pokusnad zvifata (generace P a F1) se zvazi v prvni den
podavani latky a poté alespon jednou tydne. Samice rodiCovské generace
(P aF1)se zvazi 0., 7., 14. a 20. nebo 21. den gestace, béhem stejnych
dna v pribéhu laktace pii vazeni vrhi a poté v den utraceni pokusnych
zvirat. Tato pozorovani se zaznamenaji individualné u kazdého dospe€lého
pokusného zvifete. V obdobi pied parenim a béhem gestacniho obdobi se
spotfeba krmiva méfi minimalné kazdy tyden. Pokud se latka podavé ve
vode€, méfi se spotieba vody alespoi jednou tydné.

153 Estralni cyklus
Pred pafenim a popfipad¢ i béhem pafeni se u samic generace P a F1

hodnoti délka a normalnost estralniho cyklu pomoci vaginalnich stérd,
dokud se neziska dikaz o  zabfeznuti. Pfi  ziskavani
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vaginalnich/cervikalnich bunék je tfeba neporusit sliznice a nasledné take
nevyvolat stav fale§né biezosti’®.

1.54 Parametry spermatu

U vsech samct generace P a F1 se po utraceni zaznamena hmotnost varlat
a nadvarlat a jeden z kazdého organu se ponecha pro histopatologické
vySetfeni (viz Cast 1.5.7, 1.5.8.1). Zbyla varlata a nadvarlata z podskupiny
alesponi deseti samct z kazdé generace P a F1 se pouziji pro vypocet
homogenizacné€ odolnych spermatid a kaudalnich epididymalnich rezerv
spermii. Od stejné podskupiny samct se shromazdi spermie z kaudalnich
Casti nadvarlat nebo spermie z chdmovoda za ucelem vyhodnoceni jejich
motility a morfologie. Pokud se zjisti ucinky spojené s aplikaci latky
anebo jsou zjinych studii k dispozici dikazy o mozném ucinku na
spermatogenezi, provede se hodnoceni spermatu u vSech samca z kazdé
skupiny podle davky; jinak se vypoCet omezi pouze na samce z kontrolni
skupiny a ze skupiny generace P a F1 s vysokou davkou.

Vypocita se celkovy pocet homogenizacn€ odolnych testikuldrnich
spermatid a spermii z kaudalni &asti nadvarlat’™. Kaudalni rezervy spermii
lze odvodit zkoncentrace a objemu spermii v suspenzi pouzivané
k doplnéni kvalitativnich hodnoceni a po¢tu spermii ziskanych pomoci
nasledného roziezani nebo homogenizovani zbylé kaudalni tkan¢. Pokud
nejsou zhotoveny digitalni zaznamy nebo videozaznamy anebo nejsou-li
vzorky zmrazeny a analyza provedena pozd¢ji, je nutné vypocet u vybrané
podskupiny samcu ze vSech davkovych skupin provést okamzit€é po
utraceni pokusnych zvifat. V té€chto pfipadech se nejprve provadi analyza
u kontrolni skupiny a u skupiny s vysokou davkou. Pokud se nezjisti
zadné uc€inky spojené saplikaci (napt. vliv na pocet, motilitu nebo
morfologii spermif), neni nutné provadét analyzu u ostatnich davkovych
skupin. Pokud se zjisti uCinky spojené s aplikaci u skupiny s vysokou
déavkou, je nutné zhodnotit 1 skupiny s niz§imi davkami.

Motilita epididymalnich spermii (nebo spermii zchamovodi) se
vyhodnoti nebo zaznamena na video okamzit€¢ po utraceni. Spermie se
odeberou tak, aby doslo k minimalnimu poskozeni, a pomoci vhodnych
metod se ziedi pro analyzu motility’”. Procento progresivné pohyblivych
spermii se stanovi subjektivné, nebo objektivne. Pokud se provadi
potitalova analyza pohyblivosti’”, spo&iva odvozeni progresivni motility
v meznich uzivatelsky nastavenych hodnotach prumémé rychlosti drahy a
pfimosti nebo linearniho koeficientu. Pokud se pofidi videozaznam
vzorkd™ anebo jsou zobrazeni b&hem pitvy zaznamenana jinym
zpusobem, staci provést naslednou analyzu pouze u kontrolni skupiny a u
skupiny s vysokou davkou u samct z generaci P a F1, pokud nedojde ke
zjisténi UCinkh spojenych s aplikaci. V takovém piipadé je nutné
vyhodnotit rovnéz skupiny s nizsi urovni davek. Pokud nejsou k dispozici
zadné digitalni zdznamy ani videozaznam, analyzuji se pitvou vSechny
vzorky od vSech experimentalnich skupin.

Provede se morfologické hodnoceni vzorku epididymalnich spermii (nebo
spermii z chamovodu). Spermie (minimaln€ 200 na vzorek) se vySetii jako
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stabilni, mokré preparaty’® a Kklasifikuji se jako normalni nebo
abnormalni. Piiklady morfologickych odchylek spermii by mély
zahrnovat syntézu, izolované a zdeformované hlavicky nebo ocasky.
Hodnoceni se provadi u vybranych podskupin samct ze vSech skupin
podle urovni davek bezprostfedn€ po utraceni pokusnych zvirat, nebo
pozdgji na zakladeé digitalnich zaznamua nebo videozaznamu. Jsou-li stéry
zakonzervované, lze je rovnéz vyhodnotit pozdéji. V takovém piipad€ se
analyzuje nejprve kontrolni skupina a skupiny s vysokou davkou. Pokud
se nezjisti zadné ucinky spojené s aplikaci (napf. ucinek na morfologii
spermii), neni nutné analyzovat ostatni davkové skupiny. Pokud se zjisti
ucinky spojené s aplikaci u skupiny s vysokou davkou, pak je nutné
zhodnotit 1 skupiny s niz§imi davkami.

Pokud jiz byla kterakoliv vySe zminénd hodnoceni parametri spermii
zkoumana v ramci nejméné 90 dnll trvajici studie systémové toxicity, pak
neni nutné je v ramci dvougeneracni studie opakovat. Doporucuje se vsak
veskeré vzorky nebo digitalni zaznamy spermii z generace P uchovat pro
pozdéj$i hodnoceni.

1.5.5 Potomstvo

Vsechny vrhy se vySetii co nejdiive po vrhu (v nulty den laktace), aby
bylo mozné stanovit poCet a pohlavi mladat, poCet mrtvé a ziveé
narozenych mlad’at a pfitomnost napadnych anomalii. Mlad’ata, ktera byla
nalezena mrtva vden 0, se vySetfi na mozné defekty a pfiinu smrti
(nejsou-li rozlozend) a posléze se uchovaji. Ziva mladata se spoditaji a
individualng zvazi ihned po narozeni (v nulty den laktace) nebo béhem 1.
dne a poté se vazi v pravidelnych intervalech, napt. v4., 7., 14., a 21. den
laktace. Zaznamenaji se fyzické nebo behavioralni abnormality zji§téné u
samic nebo jejich potomstva.

Fyzicky vyvoj u potomstva se zaznamenava hlavné podle pfirastku t€lesné
hmotnosti. Dal§i fyzické parametry (napf. otevieni usi a o¢i, prorezavani
zubl, rust srsti) mohou poskytnout doplikové informace, ale u téchto
udaju se dava prednost hodnoceni v ramci kontextu udajii o pohlavni
zralosti (napf. stafi a t€lesnd hmotnost pii vaginalnim otevieni nebo
odpojeni piedkozky)™. Doporutuje se provést funkéni vySetfeni
(napt. pohybova aktivita, smyslové funkce, reflexni ontogeneze)
potomstva generace F1 pfed nebo po odstaveni, a to zvlast¢ vySetieni
tykajici se pohlavni =zralosti, nejsou-li takova vySetfeni soucasti
samostatnych studii. U odstavenych potomka generace F1 vybranych
k pfipusténi je tfeba stanovit stafi, ve kterém doslo k vaginalnimu otevieni
a odlouceni predkozky. U mlad’at generace F2 je tfeba zméfit anogenitalni
vzdalenost béhem postnatalniho dne O, je-li vyvolana zménami v poméru
pohlavi u generace F1 nebo na¢asovanim pohlavni zralosti.

Funk¢ni sledovani lze vynechat u skupin, které jinak vykazuji jasné
znamky nepfiznivych u€inkl (napt. vyznamné snizeni pfiristku hmotnosti
atd.). Pokud se provadi funk¢ni vysetieni, nemélo by se provadét u mlad’at
vybranych k pareni.
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1.5.6 Celkova pitva

Po utraceni nebo uhynuti béhem studie se vSechna pokusna zvirata
rodicovské generace (P a F1), vSechna mlad’ata se zevnimi odchylkami
nebo klinickymi zndmkami a rovnéz jedno nahodné vybrané mlade
z kazdého pohlavi a vrhu z obou generaci F1 a F2 makroskopicky vysetii
na jakékoliv strukturalni abnormality anebo patologické zmény. Specialni
pozornost je tfeba vénovat organim rozmnozovaci soustavy. U mladat,
ktera jsou humannim zpisobem utracena ve stavu agonie, a u mrtvych
mlad’at, ktera nejsou rozlozena, se provede vysetieni za GCelem zjisténi
moznych defektd nebo pficiny uhynuti. Mlad’ata se uchovaji.

Délohy vSech samic prvorodiCek se vysSetifi na pritomnost a pocet
zachycenych vajicek v dé€loze.

1.5.7 Hmotnost orginu

V okamziku utraceni se u vSech rodiCovskych pokusnych zvirat generace
P a F1 stanovi télesna hmotnost a hmotnost téchto organt (parové organy
je tieba vazit jednotlive):

— déloha, vajecniky,
— varlata, nadvarlata (celkem a kaudalni),
— prostata,

— semenné vacky skoagulatnimi zldzami a jejich
tekutinami a s prostatou (jako jedna jednotka),

— mozek, jatra, ledviny, slezina, hypofyza, stitna zlaza a
nadledvinky a znamé cilové organy.

U mlad’at generace F1 a F2 vybranych k pitve se stanovi télesna hmotnost
v okamziku utraceni. U jednoho ndhodn& vybraného mladéte z kazdého
pohlavi a vrhu (viz €ast 1.5.6) se zvazi tyto organy: mozek, slezina a
brzlik.

Je-li to proveditelné, zhodnoti se vysledky celkové pitvy a hmotnosti
organu v souvislost s vysledky zjis§ténymi v jinych studiich opakovaného

davkovani.
1.5.8 Histopatologie
1.58.1 Rodicovskd pokusna zvirata

Pro histopatologické vySetfeni se pripravi a ve vhodném prostiedi
uchovaji tyto organy a tkan€ rodiCovskych pokusnych zvirat (P a F1) nebo
jejich reprezentativni vzorky:

— pochva, d€loha s déloznim hrdlem a vaje¢niky (ulozené
ve vhodném konzervanim prostiedku),
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— jedno varle (ulozené v Bouinové roztoku nebo jiném
srovnatelném prostfedku), jedno nadvarle, semenné
vacky, prostata a koagulacni zlaza,

— jiz dfive urCeny cilovy organ nebo organy od vSech
pokusnych zvirat generace P a F1 vybranych k pareni.

U vSech pokusnych zvifat generace P a F1 ze skupiny s vysokou davkou a
z kontrolni  skupiny vybranych k patfeni se provede kompletni
histopatologické vysetfeni v§ech vySe vyjmenovanych uchovanych organt
a tkani. Vysetfeni vajecnikt u pokusnych zvifat generace P neni povinné.
Provede se rovné€z vySetieni organti vykazujicich zmény spojené s aplikaci
latky u pokusnych zvifat ze skupiny snizkou a stfedni davkou, které
mohou napomoci stanovit davku NOAEL. Histopatologické vySetieni se
navic provede u reproduk¢nich organt pokusnych zvirat ze skupiny
s nizkou a stfedni davkou, u kterych je podezieni na snizenou plodnost,
napt. u téch, u kterych nedoslo k pareni, zabfeznuti, oplodnéni nebo
k vrhu zdravého potomstva nebo u kterych byl ovlivnén estralni cyklus
nebo pocet, motilita nebo morfologie spermii. VySetii se vSechny
makroskopické 1éze, jako napt. atrofie nebo tumory.

Za GCelem zjisténi ucinkd spojenych s aplikaci, jako jsou napf. nevyvinuté
spermatidy, chybé&jici vrstva nebo typ zarode¢nych bun¢k, mnohojaderné
obfi bunky nebo rozruSeni spermatickych bun€k v dutin€, se provede
podrobné histopatologické vySetfeni varlat (napf. pomoci Bouinova
roztoku, zaliti do parafinu a pficnych fezii o tloustce 4 — 5 pm)’®.
Vysetteni intaktniho nadvarlete by mélo zahrnovat vysetfeni hlavy, téla a
kaudalni casti, ¢ehoz lze dosdhnout vyhodnocenim podélného fezu.
U nadvarlete se vySetii leukocytova infiltrace, zména v prevalenci typl
bun¢k, aberantni typy bun€k a fagocytéza spermii. K vySetieni samci
rozmnozovaci soustavy lze pouzit PAS a dobarveni hematoxylinem.

Postlaktacni vajeCnik by mél obsahovat puvodni a rostouci folikuly a
rovnéz zvéetsena zluta téliska z obdobi laktace. Histopatologické vysetieni
by mélo odhalit kvalitativni sniZeni celkového poctu ptavodnich folikuld.
U samic generace F1 se provede kvantitativni vyhodnoceni pavodnich
folikuld. K vyhodnoceni pouzitého postupu je nutné mit statisticky
odpovidajici poCet pokusnych zvifat, vybér fez vajeCniki a velikost
vzorkd fezu. S cilem umoznit srovnani vajeCniku u testované a kontrolni
skupiny by mélo vysetfeni zahrnovat vypocet poctu pivodnich folikuld,
které 1ze zkombinovat s malymi rostoucimi folikuly®.

1582 Odstavena mladata

Pro histopatologické vySetieni se ve vhodném prostiedi pfipravi a uchova
makroskopicky abnormélni tkan a cilové organy od vSech mladat se
zevnimi odchylkami nebo klinickymi pfiznaky a rovnéz od jednoho
nahodn¢ vybraného mladéte z kazdého pohlavi a vrhu z obou generaci F1
a F2, které nebyly vybrany k pafeni. Kompletni histopatologicka
charakterizace uchovanych tkani se provede se specialnim dirazem na
organy rozmnozovaci soustavy.
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2 DATA
21 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Vysledky se zaznamenavaji individualné a shrnou se do tabulek tak, aby
byl u kazdé experimentalni skupiny a kazdé generace uveden pocet
pokusnych zvifat na zacatku zkousky, pocet pokusnych zvifat uhynulych
béhem zkousky nebo utracenych z humannich divodul, doba thynu nebo
humanniho utraceni, poCet plodnych samic, poCet bfezich samic, pocet
pokusnych zvifat vykazujicich pfiznaky toxicity, popis pozorovanych
piiznakd toxicity vcetné doby nastupu, trvani a zavaznosti veskerych
toxickych ucinkl, typy pozorovani rodicovskych pokusnych zvifat a jejich
potomstva a v§echny dulezité udaje o vrhu.

Numerické vysledky se vyhodnoti pomoci vhodné, vSeobecné uznavané
statistické metody; metody se zvoli jako soucast navrhu studie a je tieba je
zdivodnit. Pro analyzu dat je vhodné pouzit statistické modely
déavka-odezva. Protokol by mé¢l obsahovat dostatecné informace o pouzité
metod¢ analyzy a pocitaovém programu, aby mohl tuto analyzu znovu
vyhodnotit a rekonstruovat nezavisly recenzent/statistik.

22 HODNOCENI VYSLEDKU

Vysledky této dvougeneracni studie reprodukéni toxicity se vyhodnoti ve
vztahu k pozorovanym uc¢inkum véetné pitvy a mikroskopickych naleza.
V hodnoceni musi byt uvedeno, zda existuje nebo neexistuje souvislost
mezi davkou zkousené latky a pfitomnosti nebo nepfitomnosti, vyskytem
a zavaznosti abnormalit vcetné makroskopickych 1ézi stanovenych
cilovych organt, vlivu na plodnost, klinickych abnormalit, vlivu na
reproduk¢ni vykonnost a schopnost vrhu, zmény te€lesné hmotnosti, vlivu
na mortalitu a dal$i toxické u€inky. Pii hodnoceni vysledki zkousky se
piihlédne k fyzikalné-chemickym vlastnostem zkouSené latky a
toxikokinetickym udajiim, jsou-li k dispozici.

Spravné provedena zkouska reprodukéni toxicity by méla zajistit
dostacujici odhad urovné davky bez ucinku a vysvétleni nepiiznivych
uCinkt na reprodukci, vrh, laktaci, postnatalni vyvoj vCetné rastu a
pohlavniho vyvoje.

23 INTERPRETACE VYSLEDKU

Dvougeneracni studie reprodukéni toxicity poskytne informace o Gc¢inku
opakované expozice latce béhem vsech fazi reprodukéniho cyklu. Studie
zejména poskytne informace o reprodukénich parametrech a o vyvoji,
ristu, dozravani a prezivani potomstva. Vysledky studie se interpretuji
vsouvislosti  svysledky ze  subchronickych,  reprodukénich,
toxikokinetickych a dalSich studii. Vysledky této studie lze pouzit
k posouzeni potieby dalsiho zkouSeni chemické latky. Extrapolace
vysledkd této studie na Clovéka plati pouze v omezené mife. Nejvetsi
vyznam téchto vysledkt spociva v tom, ze poskytuji informace o Grovni
davky bez uginkd a o piipustné expozici &loveka ™.
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3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

V souladu s pfisluSnymi pravnimi predpisy

9).10 - .
M9 musi byt zpracovan

projekt pokusu a o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

3.1 Zprava o prub&hu pokusu obsahuje tyto informace:

ZkousSena latka:

fyzikalni vlastnosti a popiipad¢ fyzikaln&-chemické vlastnosti,
udaje o identité,

éistota.

Vehikulum (v ptipadé potieby):

zdivodnéni vybéru jiného vehikula, pokud neni pouzita voda.

Pokusna zvifata:

pouzity druh a kmen,
pocet, stari a pohlavi pokusnych zvirat,

puvod, podminky chovu, krmivo, material na vyrobu hnizda
atd.,

hmotnost jednotlivych pokusnych zvifat na zacatku zkousky.

Experimentalni podminky:

zdivodnéni vybéru trovné latky,

podrobné udaje o slozeni zkouSené latky/krmiva, o dosazené
koncentraci,

stalost a homogenita prostiedku,

podrobné udaje o podavani zkousené latky,

v piipad€ potieby piepocCet koncentrace zkousené latky (ppm) v
krmivu/pitné vod€ na skuteCnou davku (mg/kg télesné

hmotnosti na den), je-li to mozné,

podrobné udaje o kvalit€ krmiva a vody.

Vysledky:

spotieba krmiva a vody, jsou-li k dispozici, vyuziti krmiva
(prirtstek télesné hmotnosti na gram spotfebovaného krmiva) a
spotfeba zkousené latky u pokusnych zvirat generace P a F1
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s vyjimkou obdobi kohabitace a minimaln€ posledni tfetiny
laktace,

— udaje o absorpci (jsou-li k dispozici),

— udaje o télesné hmotnosti pokusnych zvitfat z generace P a F1
vybranych k péateni,

— udaje o hmotnosti vrhu a mladat,

— télesna hmotnost pii utraceni a udaje o absolutni a relativni
hmotnosti u rodicovskych pokusnych zvifat,

— povaha, zavaznost a trvani (doba néastupu a nésledny prabéh)
podrobnych klinickych pozorovani (vratnych i nevratnych
zmen),

— den uhynu béhem studie nebo udaj, ze pokusna zvifata prezila
az do dne utraceni,

— udaje o toxické reakci podle pohlavi a davky, vCetné koeficientd
pareni, plodnosti, gestace, porodnosti, zivotaschopnosti a
laktace; zprava by méla uvadét udaje vyuzité pii vypoctu téchto
koeficientu,

— toxické nebo jiné Gcinky na reprodukci, potomstvo, postnatalni
rust atd.,

— pitevni nalezy,
— podrobny popis vSech histopatologickych nalezi,

— pocet samic s normalnim cyklem z generace P a F1 a délka
cyklu,

— celkovy pocet kaudalnich epididyméalnich spermii, procento
progresivné pohyblivych spermii, procento morfologicky
normalnich spermii a procento spermii se vSemi
identifikovanymi abnormalitami,

— doba do pafeni v¢etn€ poc¢tu dnil pied parenim,

— délka gestace,

— pocet implantatt, zlutych télisek, velikost vrhu,

— pocet zive narozenych mlad’at a postimplantacnich ztréat,

— pocet mladat s makroskopicky viditelnymi abnormalitami a
pocet zakrslych mlad’at, pokud byl zjistovan,
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— udaje o fyzickych vyvojovych znacich u mladat a dalsi udaje o
postnatalnim vyvoji; hodnocené fyzické vyvojové znaky je
nutno zduvodnit,

— poptipad¢ udaje o funkénim pozorovani mlad’at a dospélych
pokusnych zvirat,

— statistické vyhodnoceni vysledku, je-li to mozné.
Diskuse a interpretace vysledku.

Zavery veetn€ hodnot NOAEL pro u€inky na samice a potomstvo..

12. V ptiloze &. 2 se za metodu B.41 FOTOTO-
XICITA - TEST FOTOTOXICITY 3T3 NRU IN
VITRO dopliiuji nové metody B.42 a B.43, které zngji:

,B.42 SENZIBILIZACE KUZE: ZKOUSKA S VYSETRENIM
LOKALNICH LYMFATICKYCH UZLIN

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoletenstvi’®.

1.1 UVOD

Zkouska s vySetfenim lokalnich lymfatickych wuzlin (LLNA) byla
dostateCn€ validovana a uznana, coz opraviluje jeji piijeti jako nové
metody’®. Jedna se o druhou metodu zkouseni na pokusnych zvifatech
zaméfenou na hodnoceni potencidlu chemickych latek senzibilizovat kuzi.
Prvni metoda (B.6) vyuziva zkouSek na morCatech, a to zvlasté

TR ¢ o ; o 7
maximalizaéni zkousku na mor&atech a BiihlerGv test’®.

LLNA poskytuje alternativni postup pro identifikaci chemickych latek
zpusobujicich senzibilizaci kize a pro potvrzeni, ze chemické latky
nemaji vyznamny potencial senzibilizovat kiizi. To vSak neznamen4, Ze by
se metoda LLNA méla ve vSech piipadech pouzivat namisto zkouSek na
morcatech, znamena to spiSe, Ze tato metoda ma stejnou hodnotu a ze ji
lze pouzit jako alternativni metodu, jejiz pozitivni ani negativni vysledky
jiz nevyzaduji zadné dalsi potvrzovani.

LLNA poskytuje urcité¢ vyhody, pokud jde o veédecky pokrok a dobré
zivotni podminky pokusnych zvifat. Metoda zkoumd indukéni fazi
senzibilizace kuze a poskytuje kvantitativni udaje, které jsou vhodné pro
hodnoceni vztahu davky a odezvy. Podrobné udaje o validaci metod?/
LLNA a ptehled praci spojenych stouto metodou byly publikovény7a.
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Krom¢ toho je tfeba poznamenat, ze mirn¢ nebo stfedné silné
senzibilizujici latky, které se doporucuji jako vhodné pozitivni kontrolni

latky u zkousek na mor&atech, jsou vhodné také pro metodu LLNA™.

LLNA je metodou in vivo a jako takova neeliminuje pouzivani pokusnych
zvitat pfi hodnoceni senzibilizujici aktivity plsobici kontaktem. Tato
metoda vSak umoziiuje snizit poCet pokusnych zvifat, ktera jsou k tomuto
ucelu nezbytna. Kromé toho LLNA nabizi podstatné zjemnéni zpuasobu,
jakym se pokusna zvifata pouzivaji ke zkouSeni kontaktni senzibilizace.
Metoda LLNA je =zaloZzena na posouzeni imunologickych jevia
navozenych chemickymi latkami béhem indukéni faze senzibilizace. Na
rozdil od zkouSek na morcatech metoda LLNA nevyzaduje vyvolavani
kozni ptecitlivélosti navozené provokacni reakci. Kromé toho metoda
LLNA nevyzaduje ani pouzivani adjuvantu, jak je tomu v pripadé
maximaliza¢ni zkousky na morcatech. Diky tomu metoda LLNA snizuje
utrpeni pokusnych zvifat. Ale i pfes vyhody, které ma metoda LLNA ve
srovnani s tradi¢nimi maximaliza¢nimi zkouSkami na morcatech, je tfeba
si uvédomit, ze zde existuji urcita omezeni, ktera si mohou vyzadat pouziti
tradiCnich zkouSek na morCatech (napt. faleSn€ negativni vysledky pfi
pouziti LLNA s ur¢itymi kovy, faledné€ pozitivni vysledky u urcitych latek

o or 7 2R DN [ 7.
zpusobujicich podrazdéni kize)’™.

1.2 PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Zakladni princip metody LLNA spoc€iva v tom, ze senzibilizatory navozuji
primarni proliferaci lymfocyti v lymfatickych uzlinach drenujicich misto
aplikace chemické latky. Toto zmnozeni je umeérné aplikované davce
(a potenciadlu alergenu) a poskytuje jednoduchy prostiedek pro ziskani
objektivniho, kvantitativniho meéteni senzibilizace. LLNA hodnoti tuto
proliferaci jako vztah davka-odezva a za timto ucelem se porovnava
proliferace ve zkuSebnich skupinach s proliferaci u skupin, kterym se
podava vehikulum. Pomér proliferace u exponovanych skupin a u skupin
s vehikulem, nazvany index stimulace, musi byt alespofi3, nez lze
zkou$enou latku dale hodnotit jako mozny senzibilizator kize. Metody,
které jsou zde popsané, jsou zalozené na pouzivani radioaktivniho znaceni
pro méfeni proliferace bun€k. Pro hodnoceni této proliferace je vSak
mozné pouzit i dalsi koncova vyhodnoceni, a to za predpokladu, Ze jsou
zdlvodnénd a existuji pro né¢ vhodné védecké dikazy, vetné uplnych
citaci a popisu metodiky.

1.3 POPIS ZKUSEBNI METODY
13.1 Piipravy
13.1.1 Podminky chovu a krmeni

Pokusna zvirata se chovaji oddélené. Teplota ve zkuSebni mistnosti pro
pokusna zvifata by méla byt (22 £ 3) °C. Ackoliv by relativni vlhkost
m¢éla byt alespont 30 % a nem¢la by s vyjimkou ¢isténi mistnosti prekrocit
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70 %, je cilem hodnota 50 — 60 %. Osvétleni by melo byt umelé, mélo by
se stfidat 12 h svétla a 12 h tmy, neni-li v chovné mistnosti denni svétlo.
Ke krmeni lze pouzit obvyklé krmivo urfené pro pokusna zvifata od
registrovaného vyrobce sneomezenou dodavkou pitné vody. Pokusna
zvitata mohou byt chovana v klecich ve skupinach podle davky v souladu
s piislusnym pravnim piedpisem'”, pokud neni stanoveno projektem
pokust jinak, ale poet pokusnych zvitat v kleci nesmi branit neru§enému
pozorovani kazdého pokusného zvirete.

13.12 Priprava pokusnych zvirat

Pokusna zvifata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvladtniho pravniho predpisu'® a oznadena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlastniho pravniho predpisu'®. Pied zaatkem aplikace latky
se vSechna pokusnad zvirata vySetii, aby se ovéfilo, Ze nemaji zadné
pozorovatelné kozni 1éze.

132 ZkuSebni podminky
1321 Pokusna zvirata

Druhem zvolenym pro tuto zkousku je myS. Pouzivaji se mladé dospélé
samice mysi z kmene CBA/Ca nebo CBA/J, které musi byt nullipary a
nesmé&ji byt bfezi. Na zaCatku podavani davek by pokusna zvirata méla
byt pfiblizn€ 8 az 12 tydnu stara a odchylky v hmotnosti pokusnych zvitat
by mély byt pouze minimalni a nemély by piekrocit 20 % primérné
hmotnosti. Ostatni kmeny a samci by se méli pouzivat pouze tehdy, je-li
k dispozici dostatek udaju, které by dokazovaly, ze vramci reakci
vmetodé LLNA skutecn€ neexistuji zadné specifické odliSnosti mezi
kmeny nebo pohlavimi.

1322 Kontrola spolehlivosti

Pozitivni kontroly se pouzivaji k prokazani odpovidajici ucinnosti
zkousky a odborné zpusobilosti laboratofe Usp&€$né provést zkousky.
Pozitivni kontrola by méla vyvolat pozitivni reakci v LLNA pfi Grovni
expozice, u které se ofekavd zvySeni indexu stimulace (SI) >3 ve
srovnani s negativni kontrolni skupinou. Je tfeba zvolit takovou pozitivni
kontrolni davku, aby reakce byla zfetelna, nikoliv vSak pfehnana.
K preferovanym latkam patii 2-benzylidenoktanal (CAS 101-86-0,
EINECS 202-983-3) a 2-sulfanylbenzothiazol (CAS 149-30-4,
EINECS 205-736-8). Mohou existovat ur€ité okolnosti, za niz lze pfi
fadném zdavodnéni pouzit jiné kontrolni latky, které spliuji vyse uvedena
kritéria. I kdyz se pro kazdou zkousku obvykle vyzaduje pozitivni
kontrolni skupina, mohou se rovnéz vyskytnout situace, kdy maji zkusebni
laboratote k dispozici pfedchozi udaje o pozitivni kontrole prokazujici
homogenitu dostatecné reakce béhem Sesti mésicti nebo delsiho casového
obdobi. V takovém piipadé muize byt vhodné&jsi méné Cetné testovani
s pozitivnimi kontrolami v intervalech, které by nemély byt del§i nez
6 mésict. Ackoliv by se pozitivni kontrolni latky mély testovat ve
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vehikulu, o kterém je znamo, ze vyvolava trvale stejnou reakci
(napf. aceton, olivovy olej), mohou nastat ur€ité situace, kdy je z davodu
pozadovanych v pravnich predpisech nezbytné provést zkousku
s pouzitim nestandardniho vehikula (klinicky/chemicky relevantni
receptura pripravku). V takovém pripadé je tfeba testovat moznou
interakci pozitivni kontroly s timto nestandardnim vehikulem.

1323 Pocet pokusnych zvirat, tirovné davek a vybér vehikula

Na kazdou davkovou skupinu se pouziji alesponi Ctyfi pokusna zvifata,
pficemz se pouziji minimalné tfi koncentrace zkouSené latky, dale se
pouzije negativni kontrolni skupina, které se podavd pouze vehikulum
zkouSené latky, a v pfipadé potieby pozitivni kontrola. Jestlize se
shromazd'uji udaje o jednotlivych pokusnych zvifatech, pouzije se na
kazdou davkovou skupinu minimaln€ pét pokusnych zvifat. S vyjimkou
aplikace zkouSené latky se s pokusnymi zvifaty v kontrolni skupiné
zachazi naprosto stejnym zpusobem jako s pokusnymi zviraty
v experimentalni skuping.

Volba davkovani a vehikula by méla byt zalozena na doporucenich
uvedenych v literatute™. Davky se vybiraji z fady koncentraci 100 %,
50 %, 25 %, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% atd. Pii vybéru tii po sob&
jdoucich koncentraci je tfeba zvazit jiz existujici udaje o akutni toxicité a
kozni drazdivosti, jsou-li kdispozici, aby nejvyS$§i koncentrace
maximalizovala expozici, ale aby soucasn¢ nevyvolala systémovou
toxicitu a nadmérné podrazdéni kiize’™.

Vehikulum by meélo byt vybrano tak, aby se maximalizovaly zkuSebni
koncentrace a rozpustnost k pfipravé roztoku/suspenze vhodné pro
aplikaci zkousSen¢ latky. Uptednostiiuji se vehikula v nésledujicim potadi:
aceton/olivovy olej (4:1 obj.), N,N-dimethylformamid, ethylmethylketon,
propan-1,2-diol a dimethylsulfoxid’”, aviak mohou byt pouzita i jind
vehikula, jsou-li predlozeny dostatecné védecké davody. V uréitych
pifipadech muze byt nezbytné pouzit jako dopliujici kontrolu klinicky
relevantni rozpoustédlo nebo komer¢ni recepturu piipravku, v némz je
zkousena latka uvadéna na trh. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat
zajisténi toho, aby byly hydrofilni materialy zapracovany do takového
vehikula, které zvlh¢i kizi a nesteCe ihned z pokozky. Z tohoto divodu
neni vhodné pouzivat jako vehikulum pouze vodu.

133 Zkusebni postup

13.3.1 Harmonogram zkouSky
Harmonogram zkousky je nasledujici:
. Den I:

Kazdé pokusné zvife se individudlné zvéazi a zaznamena se jeho
hmotnost. Provede se oteviena aplikace 25 pl piislusného fedéni
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zkouSené¢ latky, samotného vehikula nebo pozitivni kontrolni latky
(podle vhodnosti) na dorsalni ¢ast obou usi.

. Den2a 3:

Zopakuje se postup aplikace provedeny v den 1.
. Den4al:

Zadna aplikace.
. Den 6:

Zaznamend se hmotnost kazdého pokusného zvifete. Pfes ocasni
zilu se vSem pokusnym 1 kontrolnim mySim vpichne 250 pl
fyziologického roztoku ve fosfatovém pufru (PBS), obsahujiciho
20 puCi (7,4:10° Bq) [*H]thymidinu (tritiovaném na methylu), nebo
1ze vS§em mysim pies ocasni zilu vpichnout 250 ul PBS obsahujiciho
2uCi (7,410°Bq)  [Iljoddeoxyuridinu ~ a  10°M
fluordeoxyuridinu.

O pét hodin pozdéji se mysi usmrti. Drenujici aurikularni lymfatické
uzliny z obou usi se vyjmou a shromazdi se v PBS spole¢né pro
celou zkuSebni skupinu (metoda sdruzeni exponované skupiny),
nebo se od kazdého pokusného zvifete vyjme par lymfatickych uzlin
a ulozi se do PBS individualné pro kazdé pokusné zvife (metoda
individualniho pfistupu k pokusnym zvifatiim)™.

1332 Priprava bunécné suspenze

Jedna spoleCna bunécna suspenze s bunkami lymfatickych uzlin (LNC)
bud od celé¢ exponované skupiny, nebo bilaterdlné¢ od jednotlivych
pokusnych zvifat se pfipravi pomoci jemné mechanické deagregace pies
200 um sitka z korozivzdorné oceli. Lymfatické bunky se dvakrat
proplachnou v dostatecném mnozstvi PBS a nechaji se vysrazet v roztoku
s 5 % trichloroctovou kyselinou (TCA) pii 4 °C po dobu 18 h™. Sediment
se bud resuspenduje v1ml TCA a premisti do scintilatnich kyvet
obsahujicich 10 ml kapalného scintilatoru pro méfeni aktivity *H, nebo se
pienese pfimo do zkumavek pro méfeni aktivity '*L

1333 Stanoveni bunécné proliferace (inkorporované radioaktivity)

Inkorporace [*H]thymidinu se mé&i P-scintilaéni metodou a vyjadii se
v rozpadech za minutu (dpm). Inkorporace ['*I]joddeoxyuridinu se m&fi
prostfednictvim aktivity '*I a rovn&Z se vyjadii v dpm. V zavislosti na
pouzitém pfistupu se inkorporace vyjadii v dpm na zkuSebni skupinu
(metoda sdruzeni) nebo v dpm na pokusné zvife (individualni pfistup).
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1334 Pozorovani
13341 Klinickd pozorovani

Pokusna zvitata je tfeba jednou denné peclivé vysetfit na jakékoli klinické
pfiznaky, at’ jiz ve formé lokalniho podrazdéni v misté aplikace, nebo ve
formé systémové toxicity. VSechna sledovani se systematicky
zaznamenavaji, pfi¢emz zaznamy se vedou zvlast pro kazdé pokusné
zvifte.

13342 Télesna hmotnost

Jak je uvedeno v odstavci 1.3.3.1, télesnou hmotnost u jednotlivych
pokusnych zvifat je tfeba zaznamenat na zaCatku zkousky a v den
planovaného usmrceni pokusnych zvitat.

134 Vypocet vysledku

Vysledky se vyjadii jako index stimulace (SI). Pfi metodé sdruzeni
exponované skupiny se SI stanovi jako podil sdruzené inkorporované
aktivity u jednotlivych experimentalnich skupin a sdruzené radioaktivity
kontrolni skupiny s vehikulem; ziska se tak primérna hodnota SI. Pfi
individualnim pfistupu se SI stanovi jako podil praimémé hodnoty dpm na
pokusné zvife jak u kazdé exponované skupiny, tak u pozitivni kontrolni
skupiny, a primérné hodnoty dpm na pokusné zvite u kontrolni skupiny
s rozpoustédlem/vehikulem. Primérna hodnota SI pro kontrolni skupiny
s vehikulem je proto 1.

Pouziti individualniho pfistupu pii vypoctu ST umozni provést statistickou
analyzu dat. Pfi vybéru vhodné metody pro statistickou analyzu si musi
byt experimentator védom moznych nestejnych odchylek a jinych
souvisejicich problému, které si mohou vyzadat transformaci dat nebo
neparametrickou statistickou analyzu. Spravny pfistup k analyze dat
spoCiva ve vyhodnoceni veSkerych individualnich dat exponovanych
pokusnych zvifat a kontrol svehikulem a prolozeni regresni kiivky
zavislosti odezvy na davce pii zohlednéni interval@ spolehlivosti™. V
kazdém piipadé¢ si vSak experimentitor musi uvédomovat mozné
,,odlehlé“ reakce u jednotlivych pokusnych zvirat v ramci skupiny, které
mohou vyzadovat pouziti jiného hodnoceni odezvy (napf. pouziti medianu
namisto praméru) nebo vytazeni téchto odlehlych hodnot.

Do rozhodovani, zda jde o pozitivni odezvu, se zahrnuje index stimulace
>3 a zohledniuje se zavislost odezvy na davce a popiipade statisticka
vyznamnost'.

Je-li nezbytné objasnit ziskané vysledky, je tfeba vénovat pozornost
riznym vlastnostem zkousené latky, véetné toho, zda se jeji struktura
podoba struktufe znamych senzibilizatori kuze, zda zpisobuje nadmeérné

r~ 4w s 0w I3 cen W I3 s . I3 7.
podrazdéni kize a také povaze zjisténé zavislosti odezvy na davce’™.
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2 DATA

Data se shrnou do tabulky, pficemz pro kazdou davkovou skupinu se
uvedou primérné a individualni hodnoty dpm a indexy stimulace (vCetné
kontrolni skupiny s vehikulem).

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

V souladu s pfislu§nymi pravnimi ptedpisy”'” musi byt zpracovan projekt

pokusu a o prub&hu pokusu je nutno vést protokol.
3.1 Zprava o prabéhu pokusu obsahuje tyto informace:
ZkousSena latka:

— identifikacni udaje (napt. Cislo CAS, je-li k dispozici; zdroj, Cistota,
znamé necistoty; Cislo Sarze),

—  skupenstvi a fyzikaln€-chemické vlastnosti (napt. tekavost, stalost,
rozpustnost),

— jednd-li se o smes, slozeni a pomérné procentualni zastoupeni
slozek.

Vehikulum:

— 1dentifika¢ni udaje (Cistota; popiipadé koncentrace; pouzity objem),

—  zdivodnéni vybéru vehikula.

Pokusna zvirata:

—  pouzity druh mysi,

— mikrobiologicky stav pokusnych zvirat, je-li znam,

—  puvod, podminky chovu, krmivo atd.,

—  pocet, staii a pohlavi pokusnych zvitat.

Zkus$ebni podminky:

—  podrobnosti o pfiprave a aplikaci zkousené latky,

—  zdbvodnéni vybéru davek, vcetné vysledki z orienta¢ni studie,
pokud byla provedena; pouzité koncentrace vehikula a zkouSené

latky a celkové aplikované mnozstvi latky,

—  podrobnosti o jakosti vody a krmiva (v€etn€¢ druhu/zdroje krmiva,
zdroje vody).



Castka 157

Sbirka zikont &. 449 / 2005 Strana 8273

Kontrola spolehlivosti:

—  souhrn vysledkd z posledni kontroly spolehlivosti, véetn€ informaci
o pouzit¢ latce, koncentraci a vehikulu,

— data ze soubéznych nebo diivejSich pozitivnich nebo negativnich
kontrolnich skupin pro danou laboratof.

Vysledky:

— individualni hmotnosti pokusnych zvifat na pocatku aplikace a
v dobé planovaného usmrcent,

— tabulka pramémych (sdruzenda metoda) a individualnich
(individualni pfistup) hodnot dpm a rovnéz rozpéti hodnot u obou
piistupt a indexy stimulace pro jednotlivé davkové skupiny (vCetné
kontrolni skupiny s vehikulem),

—  pfipadna statistické analyza,

— u kazdého pokusného zvifete Casovy prabeéh nastupu piiznaki
toxicity, v€etn€ kozniho podrazdeéni v misté aplikace, pokud k nému
dojde.

Diskuse a interpretace vysledku.

— stru¢ny komentaf k vysledkiim, k analyze zavislosti odezvy na davce a
k pfipadnym statistickym analyzam a dale a zavér, zda lze zkuSebni
latku povazovat za senzibilizator kize.

Zavery.
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B.43 ZKOUSKA NEUROTOXICITY NA HLODAVCICH

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi’®.

Tato zkuSebni metoda byla navrzena za ucelem ziskani informaci, které
jsou nezbytné ke schvaleni nebo kdalsi charakterizaci potencialni
neurotoxicity chemickych latek u dospélych pokusnych zvitat. Tuto
metodu Ize bud’ kombinovat s jiz existujicimi zkuSebnimi metodami pro
studium toxicity po opakovanych davkach, nebo ji lze provést jako
samostatnou zkousku. Pro usnadnéni planovani studii zalozenych na této
zkuSebni metod€ se doporuCuje prostudovat Doporuceni OECD o
strategiich a metodach zkouSeni neurotoxicity (OECD Guidance
Document on Neurotoxicity Testing Strategies and Methods)™. To je
zvlasté dulezité tehdy, je-li tieba zvazit zménu sledovani a zkuSebnich
postupt, jak jsou doporueny pro rutinni pouzivani této metody.
Doporuceni byla piipravena pro usnadnéni vybéru zkusebnich postupti pro
specifické podminky pouziti. Posouzeni vyvojové neurotoxicity neni
predmétem této metody.

1.1 UvVOD

P1i posuzovani a vyhodnocovani toxickych vlastnosti chemickych latek je
velmi dulezité zvazit potencial neurotoxickych ucinkd. Jiz metoda
zkouseni systémové toxicity po opakované davce obsahuje sledovani,
ktera maji odkryt potencialni neurotoxicitu. Pfedlozenou zkusebni metodu
l1ze pouzivat pii planovani studie za UCelem ziskani dalSich informaci o
neurotoxickych uclincich zjisténych pii studii systémové toxicity po
opakovanych davkach, nebo pro jejich potvrzeni. Z Gvah o potencialni
neurotoxicité urCitych druhti chemickych latek vSak muze vyplynout, Ze
by mohla byt vhodnégji posouzena pomoci této metody, pokud neexistuji
udaje o potencialni neurotoxicit€ ze studii systémové toxicity po
opakovanych davkach. Tyto uvahy zahrnuji naptiklad

. pozorovani neurologickych piiznakid nebo neuropatologickych 1ézi
vjinych studiich toxicity nez studiich systémové toxicity po
opakovanych davkach, nebo

. strukturni podobnost nebo jiné informace, které posuzovanou latku
vazi se znamymi neurotoxickymi latkami.

Kromé toho mohou existovat 1 dalsi ptipady, kdy _)'e pouziti této metody
vhodné; dalsi podrobnosti jsou uvedeny v literature’™.

Tato metoda byla navrzena tak, aby ji bylo mozné pfizpusobit zvlastnim
potfebam pii potvrzovani specifické histopatologické a behavioralni
neurotoxicity chemickych latek a pfi charakterizaci a kvantifikaci
neurotoxickych Gcinka.
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Diive se za neurotoxicitu povazovaly neuropatie zahrnujici
neuropatologické 1éze nebo neurologické dysfunkce, jako napt. zachvaty,
ochrnuti nebo tfes. I kdyz jsou neuropatie vyznamnym projevem
neurotoxicity, dnes je jiz jasné, Ze existuji mnohé dalsi pfiznaky toxicity
pro nervovy systém (napf. ztrata motorické koordinace, senzorické
vypadky, poruchy uceni a paméti), které se nemusi projevovat ani
neuropatii, ani v jinych typech zkousek.

Tato metoda zkouSeni neurotoxicity je navrzena tak, aby odhalovala
zavazné neurobehavioralni a neuropatologické ucinky na dospélé
hlodavce. Zatimco behaviordlni u¢inky 1 pfi  nepfitomnosti
morfologickych zmén mohou odrazet nepfiznivy vliv na organismus,
neznamena to, ze vsSechny behavioralni zmény jsou specifické pro
nervovy systém. Z tohoto duvodu by se mély jakékoliv zjisténé zmény
vyhodnotit v korelaci s histopatologickymi, hematologickymi nebo
biochemickymi vysledky. ZkouSeni pozadované v této metodé€ za ucelem
charakterizace a kvantifikace neurotoxickych odpoveédi zahrnuje
specifické histopatologické a behaviordlni postupy, které lze navic
podpotit elektrofyziologickym nebo biochemickym vySetfenim ™.

Neurotoxické latky mohou puisobit na mnozstvi cilovych struktur v ramci
nervového systému a prostiednictvim raznych mechanismi. Protoze
neexistuje jedina sada zkouSek pro posouzeni neurotoxického potencialu u
vSech latek, muze byt nezbytné vyuzit dalSich zkousek invivo nebo
invitro, které jsou specifické pro typ pozorované nebo ocekavané
neurotoxicity.

Tuto zkuSebni metodu lze pouzit také spolecné s doporucenimi OECD o
strategiich a metodach testovani neurotoxicity (OECD Guidance
Document on Neurotoxicity Testing Strategies and Methods)™ pii
planovani zkousek urcenych k dalsi charakterizaci nebo zvyseni citlivosti
kvantifikace vztahu davka-odezva s cilem 1épe odhadnout uroven
nevyvolavajici pozorovatelné nepiiznivé uCinky, anebo potvrdit znama
nebo ocekévana rizika chemickych latek. Lze napiiklad navrhnout
zkousky, které by identifikovaly a zhodnotily neurotoxicky mechanismus
(neurotoxické mechanismy) nebo doplnily udaje, které jiz byly ziskany
zakladnimi neurobehavioralnimi a neuropatologickymi vySetfovacimi
postupy. Takové studie nemusi replikovat udaje pouzitim standardnich
postupti doporucenych v této metodé€, jsou-li takové udaje jiz k dispozici a
nepovazuji se za nezbytné k interpretaci vysledkl z této studie.

Pouzivéa-li se tato zkouSka neurotoxicity samotnd nebo v kombinaci,
poskytuje informace, které mohou

— ur¢it, zda zkouSené chemické latky ovliviiuji nervovy systém trvale,
nebo vratng,

—  prispét k charakterizaci zmén nervového systému spojenych
s expozici chemické latce a pfispét k pochopeni mechanismu
udinku,
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—  stanovit vztahy mezi davkou a odezvou a Casem a odezvou s cilem
odhadnout uUroven nevyvolavajici pozorovatelné nepiiznivé ucinky
(NOAEL) (kterou lze pouzit pro vytvofeni bezpeCnostnich kritérii
pro chemickou latku).

Tato zkusebni metoda pouziva oralni aplikaci zkuSebni latky. Jiné typy
aplikace (napt. kozni nebo inhala¢ni) mohou byt vhodnéj§i a mohou si
také vyzadat modifikaci doporuovanych postupt. Vybér zplsobu
aplikace =zavisi na zpasobu expozice C¢lovéka a na dostupnych
toxikologickych nebo kinetickych informacich.

1.2 DEFINICE

Nepriznivy ufinek: je jakakoliv zména spojend s aplikaci, kterd snizuje
schopnost organismu pfezit, rozmnozovat se nebo se pfizptsobit prostredi.

Neurotoxicita: je nepfizniva zména struktury nebo funkce nervového
systému, kterd je vysledkem expozice chemickému, biologickému nebo
tyzikalnimu Ciniteli.

Neurotoxické agens: je jakykoliv chemicky, biologicky nebo fyzikalni
Cinitel, ktery ma neurotoxicky potencial.

13 PRINCIP ZKUSEBNI METODY

ZkouSena chemicka latka se podava oraln€ v riznych davkach nekolika
skupinam pokusnych hlodavci. Obvykle se vyzaduje podavani
opakovanych davek a davkovaci rezim muze byt bud 28 denni, nebo
subchronicky (90 dnti), nebo chronicky (1rok nebo déle). Postupy
stanovené vtéto zkuSebni metodé¢ Ize pouzit 1 pfi studii akutni
neurotoxicity. Pokusna zvirata jsou testovana za ucelem zjisténi nebo
charakterizace behavioralnich nebo neurologickych odchylek. Béhem
kazdého pozorovaciho obdobi se hodnoti fada znakd chovani, které by
mohly byt ovlivnény neurotoxickymi latkami. Na konci zkousky se u
podskupiny pokusnych zvifat obou pohlavi z kazdé skupiny provede
perfuze in situ a pfipravi se a vySetii fezy mozku, michy a perifernich
nervu.

Pokud se zkouska provadi jako samostatnd zkouSka pro vysetfeni
neurotoxicity nebo charakterizaci neurotoxickych ucinku, lze pokusna
zvitata z kazdé skupiny, kterd nebyla pouzita k perfuzi a k naslednému
histopatologickému vySetfeni (viz tabulka 12), pouzit ke specifickym
neurobehavioralnim,  neuropatologickym,  neurochemickym  nebo
elektrofyziologickym vySetfenim, kterd mohou doplnit Gdaje ziskané ze
standardnich vySetfeni vyzadovanych v této metodé™. Tyto dopliiujici
postupy mohou byt zvlasté uzitecné tehdy, jestlize empirickd pozorovani
nebo predpokladané ucinky naznacuji specificky typ nebo cilovou
strukturu neurotoxicity chemické latky. Zbyvajici pokusnd zvirata lze
ptipadn€ pouzit k nekterym jinym hodnocenim, jako jsou napt. hodnoceni
pozadovana ve zkuSebnich metodach u studii toxicity po opakovanych
davkach na hlodavcich.
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Pokud se postupy této zkuSebni metody kombinuji s postupy zjinych
zkuSebnich metod, je nezbytny dostateCny pocet pokusnych zvirat, aby
byly splnény pozadavky pro pozorovani v obou studiich.

14 POPIS ZKUSEBNI METODY
14.1 Vybér zivo¢iSnych druhu

Upfednostiiovanym druhem hlodavce je potkan, 1 kdyz Ilze po
odpovidajicim zdivodnéni pouzit i jiné druhy hlodavct. Pouzity by mély
byt b&zn€ pouzivané laboratorni kmeny mladych zdravych dospé€lych
pokusnych zvirat. Samice musi byt nullipary a nesm¢ji byt brezi.
Podavani latky by meélo zacit co nejdiive po odstaveni, nejlépe kdyz
pokusna zvirata dosdhnou stafi Sesti tydnu a v kazdém piipadé drive, nez
doséhnou stafi deviti tydnu. Pokud se vSak tato zkouska kombinuje
s dalsimi zkouskami, je mozné, ze pozadavky tykajici se stari pokusnych
zvitat budou vyzadovat urcité zmeény. Na zacatku studie by mel byt u
pouzivanych pokusnych zvifat jen minimalni rozptyl hmotnosti a nemél
by prekrocit 20 % prumérné hmotnosti u jednotlivych pohlavi. Pokud se
pred dlouhodobou studii provadi orientacni kratkodoba studie toxicity po
opakovanych davkach, je tfeba u obou studii pouzit pokusnd zvirata ze
stejnych kment a stejného zdroje.

1.4.2 Podminky chovu a krmeni

Teplota ve zkuSebni mistnosti pro pokusna zvifata by mela byt
(22 £ 3) °C. Relativni vlhkost by méla byt alespon 30 %, neméla by vSak
prekroc€it 70 % bé&hem ¢&isténi mistnosti a cilem je hodnota 50 — 60 %.
Osvétleni by mélo byt umélé, melo by se stiidat 12 h svétla a 12 h tmy,
neni-li v chovné mistnosti denni svétlo. Nahlé hlasité zvuky je tieba
omezit na minimum. Ke krmeni by se mélo pouzivat obvyklé krmivo
urCené pro pokusna zvirata od registrovaného vyrobce s neomezenym
pfisunem pitné vody. Na vybér krmiva mize mit vliv nutnost zajistit
vhodnou pfisadu pro zkousenou latku, je-li latka podévéana touto metodou.
Pokusna zvifata lze chovat jednotlivé, anebo je lze umistit v klecich
v malych skupinkach tvofenych pokusnymi zvifaty stejného pohlavi
v souladu s pfislu§nym pravnim predpisem'”, pokud neni stanoveno
projektem pokusu jinak.

143 Priprava pokusnych zvirat

Pokusna zvifata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a staii v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznalena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlastniho pravniho piedpisu'®. Pokusna zvifata by méla byt
nahodné rozdélena do kontrolnich a experimentalnich skupin. Klece by
mely byt usporadany tak, aby byl vliv umisténi kleci minimalizovan.
Jednotliva pokusnd zvitata se jednozna¢né identifikuji a umisti se do kleci
nejméné pét dni pred zacatkem studie, aby si mohla zvyknout na
laboratorni podminky.
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1.4.4 Zpusob aplikace a priprava davek

V této zkuSebni metodé se jedna konkrétn€ o oralni zpusob aplikace
zkouSené latky. Oralni aplikaci 1ze provadét prostfednictvim Zzaludecni
sondy, krmiva, pitné vody nebo tobolek. Pouzit 1ze i jiné zpusoby aplikace
(napf. kozni nebo inhalacni), které si mohou vyzadat modifikaci
doporuenych postupt. Vybér zplusobu aplikace zavisi na typu expozice
cloveéka a na dostupnych toxikologickych nebo kinetickych informacich.
Je tfeba uvést duvody pro vybér zpusobu aplikace a odpovidajici
modifikace postupti v ramci této zkusebni metody.

Zkousena latka se podle potieby rozpusti nebo suspenduje ve vhodném
vehikulu. Je-li to mozné, doporuCuje se zvazit pouziti vodného
roztoku/suspense, potom pouziti roztoku/emulze v oleji
(napft. v kukufi¢ném oleji) a nakonec roztoku/suspenze v jiném vehikulu.
Je tfeba znat toxikologické charakteristiky vehikula. Kromé toho je tieba
vénovat pozornost nasledujicim typickym znakim vehikula: u¢inku na
absorpci, distribuci, metabolismus nebo retenci zkousené latky a dale
ucinku na chemické vlastnosti zkousené latky, které mohou pozménit jeji
toxické charakteristiky, a ucinku na spotfebu krmiva nebo vody anebo
nutriéni stav pokusnych zvifat.

1.5 POSTUPY
1.5.1 Pocet a pohlavi pokusnych zvirat

Pokud se studie provadi jako samostatna studie, je tfeba pouzit v kazdé
davkové a kontrolni skuping alespon 20 pokusnych zvifat (10 samic a 10
samcu) pro vyhodnoceni podrobnych klinickych a funkénich pozorovani.
Alespon u péti samclii a péti samic vybranych z téchto deseti samcu a
samic je tfeba na konci zkouSky provést perfuzi imsitu a pouzit je
k podrobnému neurohistopatologickému vySetfeni. V piipad€, kdy jsou
v dané davkové skupiné pozorovany piiznaky neurotoxickych ucinka
pouze u omezeného poctu pokusnych zvifat, je tieba zvazit pfifazeni
téchto pokusnych zvifat k pokusnym zvifatim vybranym pro perfuzi.
Pokud se studie provadi v kombinaci se studii toxicity po opakovanych
davkach, je tfeba pouzit odpovidajici poCet pokusnych zvirat, aby bylo
mozné splnit cile obou studii. Minimalni pocet pokusnych zvifat na
skupinu u nejruznéjsich kombinaci studii je uveden v tabulce 12. Pokud se
planuje utraceni ve vlozenych intervalech nebo vytvofeni reparacni
skupiny ke sledovani vratnych ucinkl, perzistence nebo zpozdéného
vyskytu toxickych uCinkii po skonCeni aplikace, nebo se zvazuji
dodateCna sledovani, je tieba zvysit poCet pokusnych zvifat, aby se zajistil
dostatecny poCet pokusnych zvifat pozadovanych ke sledovani a
k histopatologickému vysetfeni.

152 Experimentalni a kontrolni skupina
Obecné by mely byt pouzity nejméne tii experimentalni a jedna kontrolni

skupina; pokud se vsak podle jinych tdaji neocekavaji zadné ucinky po
opakovanych davkach 1 000 mg/kg télesné hmotnosti na den, mize byt
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provedena limitni zkouska. Nejsou-li k dispozici zddné vhodné udaje,
muze byt provedena predbézna studie pro stanoveni rozpéti davek, které
maji byt pouzity. Svyjimkou aplikace zkouSené latky je tieba s
pokusnymi zvifaty v kontrolni skupiné =zachdzet naprosto stejnym
zpusobem, jako s pokusnymi zvifaty v experimentalni skupiné. Pokud se
pfi podavani zkousené latky pouziva vehikulum, podava se kontrolni
skupin€ v nejvySSim pouzitém objemu.

1.53 Kontrola spolehlivosti

Laboratot provadéjici zkousku by méla predlozit daje prokazujici jeji
zpusobilost pro uskuteCnéni zkousky a citlivost pouZzivanych postupi.
Takové udaje by mély poskytnout dikaz o schopnosti odhalit a poptipadé
kvantifikovat zmény v riznych ukazatelich doporucenych ke sledovani,
jako jsou napf. vegetativni priznaky, reaktivita na smyslové podnéty, sila
uchopu a motoricka aktivita. Informace o chemickych latkach, které
zpusobuji ruzné typy neurotoxickych reakci a které jsou vhodné jako
pozitivni kontrolni latky, lze nalézt v literatuie’. Historické tdaje lze
pouzit tehdy, pokud zlstanou stejné zakladni aspekty experimentalnich
postupt. Doporucuje se pravidelna aktualizace historickych udaji. Nové
kontrolni udaje by mély byt doplnény tehdy, pokud provadéjici laboratot
v prubéhu zkousky zméni néktery zakladni prvek provadéni zkousky nebo
postupu.

154 Vybér davky

Urovné davek je tieba vybrat s ohledem na piedchozi zji§ténou toxicitu a
kinetické udaje dostupné pro zkouSenou slouceninu nebo podobné latky.
Nejvyssi uroveni davky se zvoli tak, aby vyvolala neurotoxické nebo jasné
systémoveé toxické ucinky, aby bylo mozné prokazat zavislost odpovedi na
davkach a uroven davky bez pozorovatelného nepiiznivého ucinku
(NOAEL), zvoli se sestupna posloupnost trovni davek. V zasad¢ je tieba
stanovit urovné davek tak, aby bylo mozné odlisit primarni toxické u€inky
na nervovy systém od systémové toxicity. Obvykle jsou optimalni dva az
tf intervaly a Casto je vhodn&jsi pfidani Ctvrté zkuSebni skupiny nez
pouzivani velkych intervald mezi jednotlivymi davkami (napf. liSicich se
faktorem 10). Rovnéz je tfeba vzit v uvahu i odhad urovné expozice u
Cloveka, je-li k dispozici.

155 Limitni zkou$ka

Pokud zkouska provedena podle postupt popsanych v této studii pii jedné
davce neyméne¢ 1000 mg/kg telesné hmotnosti na den nevyvola
pozorovatelné neurotoxické ucinky a pokud se na zakladé udaju o latkach
s podobnou strukturou neptedpoklada toxicita, neni nezbytné provadeét
kompletni studii za pouziti tii Urovni davek. V nékterych piipadech
predpokladana expozice u Cloveéka si vyzada pouziti vyssi oralni davky
v limitni zkou$ce. U dalSich zptsobu podavani latky, jako je inhala¢ni
nebo kozni aplikace, mize byt maximalni dosazitelna Groven expozice
dana fyzikalné-chemickymi vlastnostmi zkouSené latky. Pfi provedeni
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akutni zkousky oréaln¢ by davka pro limitni zkousku méla byt alespon
2 000 mg/kg.

1.5.6 Aplikace davek

Zkous$ena latka se podava pokusnym zvifatim denn€, 7 dnu v tydnu, po
dobu alespori 28 dnt. Pouziti 5 denniho davkovaciho rezimu nebo kratsi
expozice je tfeba zdivodnit. Je-li latka podavana prostiednictvim
zalude¢ni sondy, méla by se podavat v jedné ddvce pomoci sondy nebo
vhodné intubacni kanyly. Maximalni mnozstvi tekutiny, které lze
jednorazové podavat, zavisi na velikosti pokusného zvifete. Objem by
nem¢l prekrocit 1 ml/100 g télesné hmotnosti. V ptipad€ vodnych roztokl
je vSak mozné zvazit i pouziti az 2 ml/100 g télesné hmotnosti. Kromée
drazdivych nebo ziravych latek, které pti vysSich koncentracich obvykle
vyvolaji prudké ulinky, by se mély zmény mnozstvi zkouSené latky
minimalizovat upravenim koncentrace, aby se na vSech urovnich davek
zajistilo konstantni mnozstvi.

U latek podavanych prostiednictvim krmiva nebo pitné vody je velmi
dulezité =zajistit, aby mnozstvi pouzité zkouSené latky neovlivnilo
vyvazenost bézného krmiva nebo pfijmu vody. Je-li zkouSena latka
podavana v krmivu, je tifeba pouzivat bud’ konstantni dietni koncentrace
(v ppm), nebo konstantni urovneé davky, pokud jde o télesnou hmotnost
pokusného zvifete. Pouziti jiné alternativy je tfeba zduvodnit. U latky
podéavané prostiednictvim zalude¢ni sondy je tfeba davku podavat kazdy
den pfiblizn¢ ve stejnou dobu a alesponi jednou tydné je tfeba davku
pfizpusobit tak, aby se udrzela konstantni aroven davky vzhledem
k télesné hmotnosti pokusného zvifete. Provadi-li se studie opakovaného
podavani latky jako predbé&zna studie pro dlouhodobou studii, mélo by byt
v obou studiich pouzivano stejné krmivo. Neni-li u akutni studie moznost
podavani davky v celku, je tfeba podavat davku po mensich ¢astech po
dobu, ktera by nemé¢la prekrocit 24 h.

1.6 POZOROVANI
1.6.1 Cetnost pozorovani a zkousek

U studii s opakovanou davkou by doba pozorovani méla pokryt celé
davkovaci obdobi. U studii akutni toxicity pozorovani pokraluje jesté
14 dnt po skonceni aplikace. U pokusnych zvitat v satelitnich skupinach,
ktera jsou v obdobi po skonceni aplikace chovana bez expozice, by
pozorovani mélo pokryt 1 toto obdobi.

Pozorovani je tfeba provadét dostateCné Casto, aby bylo mozné odhalit
jakékoli behavioralni nebo neurologické abnormality s co nejvetsi
pravdépodobnosti. Pozorovani se provadi denn€, pokud mozno ve stejnou
dobu a s pfihlédnutim k dobé ofekévaného maxima uc€inku po podéni
latky. Cetnost klinickych pozorovani a funkénich zkousek je shrnuta
v tabulce 13. Pokud kinetické nebo jiné udaje ziskané z predchozich studii
naznauji potfebu zvolit ¢asové body pozorovani nebo zkousek nebo
obdobi po skon€eni pozorovani, je nutné zvolit takovy nahradni plan, na
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jehoz zaklad€ lze ziskat maximalni mnozstvi informaci. Zmény planu je
tfeba zdGvodnit.

16.1.1 Pozorovani celkového zdravomiho stavu a mortality/morbidity

U vSech pokusnych zvifat se alesponi jednou denné peclivé kontroluje
jejich zdravotni stav a nejméne dvakrat denn¢ se provede prohlidka vSech
pokusnych zvifat za uCelem zjisténi morbidity a mortality.

16.12 Podrobna klinicka pozorovdni

Podrobna klinicka pozorovani se provedou u vSech pokusnych zvifat
vybranych k témto ucelim (viz tabulka 12) nejprve pied prvni expozici
(aby bylo mozné intraindividualni srovnani) a poté v ruznych intervalech
podle trvani studie (viz tabulka 13). Podrobna klinickd pozorovani u
satelitnich zotavovacich skupin se provedou na konci zotavovaciho
obdobi. Podrobna klinicka pozorovani se provadéji mimo chovnou klec ve
standardnim pozorovacim prostoru. Pozorovani se peclivé zaznamenaji
pomoci systému hodnoceni, které zahrnuji kritéria nebo bodovaci stupnice
pro jednotlivd méfeni vramci pozorovani. Pouzivand kritéria nebo
stupnice musi byt explicitn€ definovany zkusebni laboratofi. Je tfeba dbat
na to, aby byly rozdily ve zkuSebnich podminkadch co nejmensi (a
nesouvisely systematicky s aplikaci) a aby vySetfeni provadély osoby,
které nejsou informovany o skuping, do které pokusné zvife patfi.

Doporucuje se provadét pozorovani strukturovang, ptiCemz se u kazdého
pokusného zvifete pfi kazdém pozorovani systematicky pouzivaji jasné
definovana kritéria (vCetné definice normalniho ,,rozpéti“). , Normalni
rozpéti“ je tfeba dostate¢n€¢ zdokumentovat. VSechny pozorované
pfiznaky se zaznamenaji. Je-li to mozné, zaznamend se rovne€z zavaznost
pozorovanych pfiznakl. Klinicka pozorovani zahrnuji kromé zmény kize,
srsti, o€i a sliznic, vyskyt sekretl a exkretd a autonomnich funkci (slzent,
zjezeni srsti, velikost zornic, nezvykly prubeéh dychani nebo dychani Gsty,
nezvyklé priznaky moceni nebo defekace a zbarveni moci).

Zaznamenaji se rovnéz nezvyklé projevy, pokud jde o polohu téla, uroven
aktivity (napf. snizené nebo zvySené zkoumani standardniho pozorovaciho
prostoru) a koordinaci pohybu. Zaznamenaji se také zmény chlize (napf.
kolébani, ataxie), polohy (nahrbeni hibetu) a reakce na manipulaci,
umisténi a dalsi stimuly souvisejici s prostfedim, dale pfitomnost
klonickych a tonickych pohybi, kie¢i nebo tfesu, stereotypi v chovani
(napt. nadmérného ¢isténi, nezvyklych pohyba hlavy nebo opakovaného
krouzeni) nebo zvlastniho chovani (napf. kousani nebo nadmeérného
olizovani, sebepoSkozovani, pohybu pozpatku, vydavani zvuki) anebo
agresivity.

16.13 Funkcni zkousky

Podobne¢ jako podrobna klinickd pozorovani se u jednotlivych pokusnych
zvitat vybranych k témto ucelim provedou i funkéni zkousky — nejprve
pred expozici a potom vicekrat po jejim provedeni (viz tabulka 12).
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Cetnost funk&niho testovani zavisi rovnéz na trvani studie (viz
tabulka 13). Mimo dobu pozorovani stanovenou v tabulce 13 se provede
také funkCni pozorovani satelitni zotavovaci skupiny, a to tésné pied
planovanym utracenim. Funk&ni zkousky zahrnuji reakce na rdzné
smyslové podnéty [napf. sluchové, zrakové a dotykové (pripadné taktilni)
podnéty’], hodnoceni sily stisku’ a hodnoceni motorické aktivity’.
Motoricka aktivita se méfi pomoci automatického pfistroje schopného
odhalit jak snizeni, tak 1 zvySeni této aktivity. Pokud se pouzije jiny
systém, mél by byt kvantitativni a je tfeba prokazat jeho citlivost a
spolehlivost. Kazdy pfistroj je nutné otestovat, aby se zajistila jeho
spolehlivost po celé Casové obdobi a homogenita s ostatnimi pristroji.
Dalsi podrobnosti o postupech, kterymi se lze fidit, jsou uvedeny
v prislusnych odkazech. Pokud neexistuji zadné udaje (napf. udaje o
vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou, epidemiologické udaje,
jiné toxikologické studie), které by ukazovaly na potencidlni neurotoxické
ucinky, je nutné za uCelem podrobnéjsiho vySetfeni téchto moznych
ucinki zvazit zaclenéni specializovanégjSich zkouSek smyslovych a
motorickych funkci nebo wuceni a paméti. Dal§i informace o
specializovan¢jSich  zkouskach a jejich pouzivani je uvedeno
v literature’.

Ve vyjimecnych piipadech lze pokusna zvitata vykazujici znamky toxicity
v takové mife, ktera by vyznamné€ narusila provedeni funkéni zkousky,
ztéto zkousky vyradit. Vyfazeni téchto pokusnych zvirat z funkénich
zkousek je nutné zdavodnit.

1.6.2 Télesna hmotnost a spotieba krmiva a vody

U studii s délkou trvani do 90 dnd se vSechna pokusna zvitata vazi
alespon jednou tydné a kazdy tyden se rovnéz provadi méfeni spotieby
krmiva (méfeni spotieby vody se provadi tehdy, je-li zkouSena latka
aplikovana prostfednictvim tohoto média). U dlouhodobych studii se
vSechna pokusna zvifata vazi alespon jednou tydné béhem prvnich
13 tydnt a poté alespon jednou za 4 tydny. B€hem prvnich 13 tydni se
meti spotieba krmiva (méfeni spotfeby vody se provadi tehdy, je-li
zkousSena latka aplikovana prostfednictvim tohoto média) a poté priblizné
v tfimésicnich intervalech, pokud si zmény zdravotniho stavu nebo zmény
télesné hmotnosti nevyzadaji jiny interval.

1.63 Oftalmologické vySetireni

U studii delSich nez 28 dni se pied aplikaci zkouSené latky a pred
ukoncenim studie provede oftalmologické vySetreni pomoci oftalmoskopu
nebo jiného vhodného nastroje, a to nejlépe u vSech pokusnych zvirat,
alesponi vSak u vSech pokusnych zvirat ze skupin s vysokou davkou a
z kontrolnich skupin. Pokud se zjisti zmény na ocich nebo pokud klinické
piiznaky ukazuji na nutnost vySetfeni o€i, vysetii se vSechna pokusna
zvitata. U dlouhodobych studii se oftalmologické vysetieni provede ve
13. tydnu stafi pokusnych zvirat. Oftalmologicka vySetfeni neni nutné
provadét tehdy, jsou-li jiz k dispozici udaje zjinych podobné dlouhych
studii s podobnymi urovnémi davek.
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1.6.4 Hematologické a biochemické vysetieni

Pokud se studie neurotoxicity provadi v kombinaci se studii systémové
toxicity po opakované davce, provede se hematologické vySetfeni a
stanoveni klinickych biochemickych parametra tak, jak je uvedeno
v piislusné metodé studie systémové toxicity. Odebirani vzorkd se
provede tak, aby se minimalizovaly jakékoliv u€inky na nervovy systém a
chovani.

1.6.5 Histopatologie

Neuropatologické vySetfeni se navrhne tak, aby doplnilo a rozsifilo
pozorovani provedena vramci této studie béhem faze invivo. Tkané
alespori 5 pokusnych zvifat kazdého pohlavi zkazdé skupiny (viz
tabulka 12 a dalsi odstavec) se fixuji in sifu za pouziti obecné uznavanych
perfuznich a fixaénich technik’™. Zaznamenaji se jakékoliv vyrazné
zmeény. Pokud se studie provadi jako samostatna studie neurotoxicity nebo
studie charakterizujici neurotoxické ucinky, lze pouzit zbytek pokusnych
zvitat bud’ ke specifickym neurobehavioralnim’, neuropatologickym’®,
neurochemickym’®, nebo elektrofyziologickym’ postuptim, které mohou
doplnit zde popsané postupy a vySetieni, anebo zvysit pocet subjekti
vySetfovanych k histopatologickym telim. Tyto dopliikové postupy jsou
zvlaste uziteCné tehdy, pokud empiricka pozorovani nebo ocekavané
Géinky ukazuji na specificky typ nebo cilovou strukturu neurotoxicity”™.
Je také mozné zbytek pokusnych zvifat pouzit k béznym patologickym
hodnocenim, ktera jsou popsana v metodé studie po opakované davce.

U vsech tkanovych vzorkd zalitych parafinem se provede bézny postup
barveni, napt. pomoci hematoxylinu a eosinu (H&E), a mikroskopické
vySetfeni. Jsou-li pozorovany nebo existuje-li podezieni na pfiznaky
periferni neuropatie, vySetfi se vzorky perifernich nervii zalitych do
pryskyfic (voska). Klinické ptiznaky mohou rovnéz poukazat na dalsi
mista, ktera je nutné vysetfit, nebo na nutnost pouzit specialni postupy
barveni. Pokyny k ur€eni dalSich mist, kterd je tfeba vySetfit, lze nalézt
v literatuie’™. K prokazani charakteristickych typd patologické zmény
muZe prispét i odpovidajici specialni barveni’™.

U reprezentativnich fezt centralniho a periferniho nervového systému se
provede histologické vysetfeni’”. Mezi vySetfované oblasti obvykle patii:
predni mozek, stfedni ¢ast mozku, v€etn¢ fezu hippocampem, stfedni
mozek, mozeCek, Varoliv most, prodlouzena micha, oko se zrakovym
nervem a sitnici, micha v oblasti cervikalniho a lumbalniho zesileni,
dorsalni kofenova ganglia, dorsalni a ventralni kofenova vlakna,
proximalni Cast n. ischiadicus a proximalni Cast n. tibialis (v oblasti
kolena) a n tibialis z oblasti lytkového svalu. Rezy michy a perifernich
nervli by mély zahrnovat jak pficné, tak i podélné fezy. Pozornost je nutné
veénovat uspofadani cév v oblasti nervového systému. Rovnéz se vySetti
vzorky z kosterniho svalstva, a to zvlasté zlytkového svalu. Zvlastni
pozornost je nutné vénovat mistim s bunécnou a vlaknitou strukturou a
tém strukturdm v oblasti CNS a PNS, o nichz je znamo, ze na n€ maji
neurotoxické latky velky vliv.
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Informace o neuropatologickych zménach, které obvyklé vyplyvaji
z expozice toxickym latkam, lze nalézt v literatuie’. Doporutuje se
postupné vysetfeni tkatiovych vzorkl, pfi kterém se porovnaji nejprve
vzorky tezu ze skupiny s vysokou davkou se vzorky fezl z kontrolni
skupiny. Nejsou-li ve vzorcich ztéchto skupin zjiStény zadné
neuropatologické zmény, neni tfeba provadét dalSi analyzu. Jsou-li
zjistény ve skupiné€ s vysokou davkou neuropatologické zmény, je tieba
nasledné okodovat a vySetfit vzorky ze vSech potencialné zasazenych
tkani ze skupin se stfedni a nizkou davkou.

Pokud je ©béhem kvalitativniho vySetfeni zjisténa pfitomnost
neuropatologickych zmeén, provede se druhé vySetreni vSech oblasti
nervového systému, které vykazuji tyto zmény. Okoduji se fezy ze vSech
davkovych skupin ze vSech potencialné zasazenych oblasti a vysSetfi
v nahodném potadi bez znalosti kodu. Zaznamena se Cetnost a zavaznost
vSech lézi. Po zhodnoceni vSech oblasti ze v§ech davkovych skupin se kod
odkryje a provede se statisticka analyza za uCelem vyhodnoceni vztahu
davka-odezva. U kazdé 1éze se popisi priklady riznych stupiiti zd&vaznosti.

Neuropatologické vysledky se vyhodnoti v kontextu s pozorovanim a
mefenim chovani a rovnéz spolu sdalSimi udaji z predchozich a
soubéznych studii systémové toxicity zkousené latky.

2 DATA
2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Uvedou se jednotliva data. Data se shrnou do tabulky, pficemz se pro
kazdou experimentéalni nebo kontrolni skupinu uvede pocet pokusnych
zvifat na zaCatku zkousky, pocet pokusnych zvifat uhynulych v prabéhu
zkousky nebo pocet pokusnych zvifat utracenych z humannich davoda a
doba uhynuti nebo huménniho utraceni, pocet pokusnych zvifat
vykazujicich pifiznaky toxicity, popis zjis§ténych pfiznakl toxicity, vCetné
doby nastupu, trvani, typu a zavaznosti jakychkoliv pfiznaku toxicity,
pocet pokusnych zvifat vykazujicich 1éze, vCetné typu a zavaznosti 1éze
(lézi).

22 HODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledky studie je tfeba vyhodnotit z hlediska vyskytu, zavaznosti a
korelace neurobehavioralnich a neuropatologickych uc€ink(i (rovnéz i
neurochemickych nebo elektrofyziologickych a¢inkd, jsou-li provedena
dopltiujici vySetieni) a z hlediska dalSich zjisténych nepfiznivych ucinka.
Je-li to mozné, je tifeba vyhodnotit Ciselné vysledky vhodnymi a obecné
uznavanymi statistickymi metodami. Statistické metody je tfeba zvolit
béhem planovani studie.
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3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

V souladu s piislusnymi pravnimi predpisy”'” musi byt zpracovan

projekt pokusu a o priabéhu pokusu je nutno vést protokol.
3.1 Zprava o prub&hu pokusu obsahuje tyto informace:
ZkouSena latka:

— fyzikalni  vlastnosti  (vCetn€¢  isomerie, Cistoty a
fyzikalné-chemickych vlastnosti),

— udaje o identite.

Vehikulum (pokud bylo pouzito):

— zdavodnéni volby vehikula.

Pokusna zvifata:

— pouzité druhy a kmen,

— pocet, stafi a pohlavi pokusnych zvifat,

— puvod, podminky chovu, aklimatizace, krmivo atd.,

— hmotnost jednotlivych pokusnych zvirat na zacatku zkousky.
ZkuSebni podminky:

— podrobnosti o Upravé smési zkousené latky ¢i priprave krmiva,
dosazené koncentraci, stabilit€ a homogenité pfipravku,

— specifikace aplikovanych davek, vCetné podrobnosti o vehikulu,
objemu a fyzikalni forme aplikovaného materialu,

— podrobnosti o zpusobu aplikace zkousené latky,
— zdavodnéni vybéru trovni davek,
— zdavodnéni zpasobu aplikace a trvani expozice,

— pfepocet koncentrace zkouSené latky v krmivu nebo pitné vode
(ppm) na skute¢nou denni davku v mg/kg té€lesné hmotnosti,

— podrobnosti o krmivu a kvalité vody.
Pozorovaci a zkuSebni postupy:

— podrobnosti o pfifazeni pokusnych zvifat z jednotlivych skupin
do podskupin s perfuzi,
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— podrobnosti o systémech posuzovani, vcetné kritérii a
posuzovacich stupnic pro jednotliva métfeni v ramci podrobnych
klinickych pozorovani,

— podrobnosti o funkCnich testech pro méfeni reakce riznych
smyslovych organt na smyslové podnéty (napf. sluchové,
zrakové a dotykové), pro hodnoceni sily tchopu, motorické
aktivity (vCetné podrobnosti o automatickych zafizenich pro
zjistovani aktivity) a dalsi pouzité postupy,

— podrobnosti oftalmologickych vySetfeni, hematologickych a
biochemickych vysetfeni s pfislu§nymi vychozimi (normélnimi)

hodnotami,
— podrobnosti 0 specifickych neurobehavioralnich,
neuropatologickych, neurochemickych nebo

elektrofyziologickych postupech.
Vysledky:

— télesna hmotnost a jeji zmeny, vetné t€lesné hmotnosti v dobé
utraceni,

— spotieba krmiva a pfipadné vody,

— udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a urovné davek,
vCetné popisu piiznaku toxicity nebo mortality,

— povaha, zavaznost a trvani (doba nastupu a nasledny prabéh)
podrobnych klinickych nalezii (zda jsou vratné nebo nevratné),

— podrobny popis vSech vysledkl funk¢nich testu,
— pitevni nélezy,

— podrobny popis vSech neurobehavioralnich, neuropatologickych
a neurochemickych nebo elektrofyziologickych vysledkd, jsou-
li k dispozici,

— udaje o absorpci a metabolismu, jsou-li k dispozici,
— statistické vyhodnoceni vysledka, kde je to mozné.
Diskuse a interpretace vysledku.

— informace o zavislosti u¢inku na davce,

— vyznam jakychkoliv dalSich toxickych ucinki pro zavéry
tykajici se neurotoxického potencialu zkousené chemické latky,

— davkova uroven bez pozorovatelnych nepfiznivych ucinka
(NOAEL),
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— je zadouci uvést konkrétni vyjadieni o celkové neurotoxicité
zkousSené chemickeé latky.

Zavery.
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CL 11

Tato vyhldska nabyvd déinnosti dnem 15. listo-
padu 2005.

Ministr:
MUDr. Rath v. r.
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